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RESUMEN

En este trabajo de tesis se estudid la fisiologia y fisiopatologia del metabolismo del
hierro. En células hepaticas, duodenales, renales, pancredticas, pulmonares y neuronales se
evaluaron proteinas que movilizan hierro a través de las membranas celulares en estados de
balance de hierro y sus cambios regulatorios en la dishomeostasis del biometal. Se utilizaron
Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro y una linea celular de
neuroblastoma humano para el estudio de las proteinas importadoras de hierro
Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1), ZIP14 (SLC39A14) y Receptor de
Transferrina 1 (RTfl); las proteinas reguladoras Proteina de la Hemocromatosis (HFE),
Proteina Reguladora del Hierro 1 (IRP1) y Prohepcidina; la proteina exportadora
Ferroportina (FPN) y la proteina de depdsito Ferritina. Metodologias: histoquimica,
inmunohistoquimica y técnicas de biologia molecular (EMSA, Western blot y RT-PCR). Se
desarrollaron: 1) Modelos Animales Murinos (ratones CF1; n=6/grupo): a) Sobrecarga de
Hierro: hierro sacarato; control (solucidn fisiolégica); b) Deficiencia de Hierro: flebotomia;
control (operacién simulada); 2) Células SH-SY5Y con/sin N-acetilcisteina y células SH-SY5Y
knockdown para IRP1 fueron tratadas con IL-6, TNF-a, LPS y solucidn salina. Deficiencia de
Hierro: la expresién apical de DMT1 en enterocitos y su débil expresiéon en hepatocitos
mostraron un mecanismo que estimula la absorcién de hierro de la dieta y disminuye la
captacién hepatica. La expresion apical de DMT1 y RTf1 y la débil expresién de Prohepcidina
en células tubulares proximales renales evidencian aumento de la captacién renal de hierro
en coordinacion con duodeno. El aumento de RTfl y la localizacién apical de DMT1, HFE y
FPN en las células bronquiales les adjudican a estas proteinas funciones en la captacion y en
el control de hierro para suministrar hierro al pulmdn. Prohepcidina pulmonar no regularia
la movilizacion del hierro en pulmdn en deficiencia. Sobrecarga de hierro: la localizacion
perinuclear de DMT1 en enterocitos y su intensa expresién en hepatocitos mostraron un
mecanismo regulatorio que limita la absorcidn de hierro de la dieta y aumenta su captacién
hepatica. El aumento de ZIP14 y su localizacion apical en células proximales evidencian una
mayor reabsorcion renal de hierro que produce sobrecarga de hierro en el rifdn,
mecanismo que predomina sobre la funcién de DMT1 y RTf1. El aumento de ZIP14 y FPN y Ia
localizacién apical de DMT1 y Ferritina en las células bronquiales les adjudican a estas

proteinas funciones en la captacion, exportacion y almacenamiento de hierro para



detoxificar el exceso de hierro. Prohepcidina pulmonar no regularia la movilizacién del
exceso de hierro en pulmoén. La disminucién de DMT1 y Ferritina y el aumento de
Prohepcidina en las células del islote de Langerhans mostraron un mecanismo que limitaria
la acumulacién del hierro en las células endocrinas, siendo las células de reserva de hierro
las del acino y del tejido conectivo. Modelo de Inflamacion: el aumento de DMT1 en las
células SH-SY5Y inducido por citoquinas y LPS le adjudica a DMT1 una funcién en la
captaciéon de hierro. El aumento de DMT1 seria controlado principalmente por una
regulacion transcripcional mediada por ROS. La activacion de IRP1 independiente de ROS no
seria un mecanismo regulatorio predominante sobre el aumento de DMT1 en inflamacion.
El empleo del antioxidante NAC revierte el efecto de la inflamacién sobre el aumento de
DMT1, por lo que NAC podria disminuir la captacién de hierro en células de neuroblastoma.
Finalmente podemos concluir que en Deficiencia de Hierro existen mecanismos regulatorios
de las proteinas del hierro en duodeno, higado, rindn y pulmén que suministran el hierro
tisular o sistémico requerido en alta demanda. En Sobrecarga de Hierro, la regulacién de las
proteinas en duodeno e higado disminuiria el hierro biodisponible. En pulmdn y pancreas,
las proteinas del hierro participarian de un mecanismo beneficioso para limitar el dafio
oxidativo de las células del pulmdn y del pancreas endocrino en Sobrecarga de Hierro. En
cambio, en el rifidn, la regulacién de ZIP14 originaria la sobrecarga de hierro en los tubulos
proximales que induciria dafio celular. En Inflamacién DMT1 contribuiria a la captacién de
hierro libre en las células neuronales a través de una regulacidon principalmente
transcripcional mediada por ROS, siendo esta funcién de DMT1 revertida por el agregado de
antioxidantes. En conclusién, la relacién entre las proteinas del hierro en diferentes células
en modelos animales puede ayudar a comprender mejor los mecanismos implicados en la

fisiologia y fisiopatologia del metabolismo del hierro.



ABSTRACT

The purpose of this Ph. D. thesis was to study the physiology and physiopathology of iron
metabolism. To this end, proteins that mobilize iron across cell membranes in states of iron
balance as well as their regulatory changes in the dishomeostasis of this biometal were
analyzed in liver, duodenal, kidney, pancreatic, lung and neural cells. Animal Models of Iron
Overload and of Iron Deficiency as well as a human neuroblastoma cell line were used to
study iron import proteins Divalent Metal Transporter 1 (DMT1), ZIP14 (SLC39A14) and
Transferrin Receptor 1 (RTfl); regulators proteins Hemochromatosis Protein (HFE), Iron
Regulatory Protein 1 (IRP1) and Prohepcidin; export protein Ferroportin (FPN) and storage
protein Ferritin. Methodologies: histochemistry, immunohistochemistry and molecular
biology techniques (EMSA, Western blot and RT-PCR). The following were developed: 1)
Murine Animal Models (CF1 mice; n=6/group): a) Iron Overload: iron saccharate, control
(physiological solution), b) Iron Deficiency: phlebotomy, control (sham-operated); 2) SH-
SY5Y cells with/without N-acetylcysteine and SH-SY5Y knockdown cells for IRP1 were
treated with IL-6, TNF-a, LPS and saline solution. Iron Deficiency: the apical expression of
DMT1 in enterocytes and its weak expression in hepatocytes revealed a mechanism which
stimulates iron absorption from the diet and reduces liver uptake. The apical expression of
DMT1 and RTf1 as well as the weak expression of Prohepcidin in renal proximal tubular cells
were observed to evidence an iron uptake increase in coordination with the duodenum. The
increase in RTf1 as well as the apical localization of DMT1, HFE and FPN in bronchial cells
were found to be indicative of proper functions of these proteins of iron uptake and control
to supply iron to the lungs. Pulmonary Prohepcidin seemed not regulate iron mobilization in
the lung under deficiency conditions. Iron overload: perinuclear DMT1 localization in
enterocytes as well as its intense expression in hepatocytes were found to be indicative of a
regulatory mechanism that restricts dietary iron absorption but increases its hepatic uptake.
ZIP14 increase and its apical localization in proximal cells were observed to show a higher
renal iron reabsorption producing, in turn, iron overload in the kidney, this being a
mechanism that predominates over DMT1 and RTf1 function. ZIP14 and FPN increase and
DMT1 and Ferritin apical localization in bronchial cells were observed to confer these
proteins functions in iron uptake, export and storage for iron excess detoxification.

Pulmonary Prohepcidin seemed not to regulate iron excess mobilization in the lung. DMT1



and Ferritin decrease and Prohepcidin increase in the islet of Langerhans cells revealed a
mechanism which appeared to restrict iron accumulation in endocrine cells, iron reserve
cells being those of the acinus and connective tissue. Model of Inflammation: cytokine- and
LPS-induced increase of DMT1 in SH-SY5Y cells was found to confer DMT1 an iron uptake
function. DMT1 increase could be controled mainly by a ROS-mediated transcriptional
regulatory mechanism. ROS-independent IRP1 activation seemed not to behave as a
predominant regulatory mechanism over DMT1 increase under inflammation conditions.
The use of NAC antioxidant was found to reverse the effect of inflammation on DMT1
increase, this being the reason why NAC could reduce iron uptake in neuroblastoma cells.
Taken together, results from this Ph. D. thesis lead us to conclude that under Iron Deficiency
conditions iron-protein regulatory mechanisms supply highly required tissular or systemic
iron in duodenum, liver, kidney and lung. Under Iron Overload conditions, protein regulation
seems to reduce bioavailable iron in duodenum and liver. In the lung and pancreas, iron
proteins may be part of a beneficial mechanism to reduce the oxidative damage of lung cells
and endocrine pancreas under Iron Overload conditions. In contrast, in the kidney, ZIP14
regulation seems to give rise to Iron Overload in proximal tubules, thus inducing cell
damage. Under Inflammation conditions, DMT1 appears to contribute to the uptake of iron-
free in neuronal cells mainly through a ROS-mediated transcriptional regulatory mechanism,
this particular function of DMT1 being reversed by the addition of antioxidants. In
conclusion, the relationship between the iron proteins in different cells in animal models
may help to better understand the mechanisms involved in the physiology and

physiopathology of iron metabolism.
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Introduccion

1. GENERALIDADES

El hierro es un nutriente esencial para la supervivencia celular, debido a que participa en
procesos metabdlicos energéticos y oxidativos en la mayoria de los organismos (Ganz &
Nemeth, 2006). El hierro tiene la capacidad de aceptar y donar electrones facilmente a
través de su conversion entre la forma oxidada (Fe®") y la forma reducida (Fe®"). Esta
caracteristica le permite formar parte de diversas hemo-proteinas como la hemoglobina y
numerosas enzimas involucradas en reacciones redox y en el metabolismo energético (Pérez
et al., 2005).

El hierro total del organismo es de 3-4 g/ Kg de peso corporal y se distribuye
principalmente en el compartimento funcional y el de reserva. El compartimento funcional
posee del 70% al 95% del hierro total corporal formando parte de las hemo-proteinas
(hemoglobina y mioglobina) y de enzimas heminicas y no heminicas. El compartimento de
reserva representa del 5% al 30% del hierro total corporal y constituye los depdsitos en
higado, bazo y médula 6sea. Unicamente el 1% del hierro se encuentra unido a la
transferrina, proteina de transporte que compone el pool dindmico mas importante (Mufioz
et al., 2009).

Un aspecto importante a destacar es que el hierro libre es téxico porque cataliza la
conversién de peroxido de hidrégeno a radicales libres que dafian las membranas celulares,
proteinas y ADN (Gutteridge et al., 1982). Por ello, la biodisponibilidad del hierro es
estrictamente regulada a través de mecanismos celulares y sistémicos que controlan la
absorcion, depésito y reutilizacion del hierro (Ganz & Nemeth, 2006).

En cuanto al proceso de excrecion del hierro se ha descripto que los mamiferos no
poseen mecanismos regulatorios que lo controlen, siendo eliminado del cuerpo a través del
desprendimiento de células de las mucosas y de la piel. Para reemplazar estas pérdidas
basales de hierro y mantener el balance del biometal, el organismo incorpora de la dieta
una cantidad aproximadamente equivalente de hierro a través de la absorcion duodenal
(Ganz & Nemeth, 2006). El intercambio diario de hierro entre el cuerpo y el medio externo
es pequeiio, comparado con la gran movilizacidn de hierro entre los érganos internos que
satisface la demanda diaria necesaria para la eritropoyesis (Figura 1). El hierro requerido

para la produccién de eritrocitos proviene principalmente del reciclado de hierro de los
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glébulos rojos senescentes, proceso que es realizado por los macroéfagos del sistema reticulo

endotelial (SER) (Knutson & Wessling-Resnick, 2003).
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Figura 1. Esquema representativo del ciclo del hierro.

Estos procesos celulares y sistémicos son llevados a cabo y controlados por una compleja
red de proteinas que regulan y movilizan el hierro a través de las membranas celulares para
coordinar los procesos de absorcidon, distribucidn, reciclado y almacenamiento de hierro

segun la demanda del organismo.

2. ABSORCION DUODENAL DE HIERRO

La porciéon duodenal del intestino delgado es el principal segmento del tracto
gastrointestinal donde se produce la absorcion de hierro de la dieta (Frazer & Anderson,
2005). El hierro puede ser absorbido de la dieta en forma de hierro no hemo, una forma de
hierro inorganica que es liberada principalmente de los alimentos tales como verduras o
cereales, o como hierro hemo que proviene de la degradaciéon de la hemoglobina vy
mioglobina contenidas en la carne roja (Shayeghi et al., 2005).

La absorcion del hierro hemo es mas eficiente que la del hierro no hemo (Pérez et al.
2005). Sin embargo, los mecanismos que participan en la movilizacidon celular del hierro
hemo han sido parcialmente aclarados. Se sabe que el grupo hemo se libera de la
mioglobina y de la hemoglobina por accién de las enzimas pancredticas en el lumen

duodenal. La absorcion de este grupo a través de la membrana apical de los enterocitos es
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mediada por un transportador duodenal denominado proteina transportadora de hemo 1
(HCP1, heme carrier protein 1) (Shayeghi et al., 2005). Luego, el grupo hemo se degrada en
el interior celular por la accion de la hemoxigenasa (HO) liberando el hierro libre que
posteriormente forma parte del pool de hierro celular junto con el hierro absorbido en la
forma no hémica (Raffin et al., 1974). Respecto de la exportacion del grupo hemo, se ha
identificado un exportador llamado receptor del subgrupo C del virus de la leucemia felina
(FLVCR, feline leukemia virus subgroup C receptor) que es abundantemente expresado en el
duodeno, pero su localizacién celular no ha sido examinada en detalle (Keel et al., 2008).
Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo implicado en la exportaciéon del grupo
hemo a través de FLVCR, se ha descripto que su exportacién requiere de un proteina
extracelular que se una al hemo, como la albumina o la hemopexina (Khan & Quigley, 2011).
Por otro lado, el miembro 2 de la subfamilia G de los transportadores ATP vinculantes
cassette (ABCG2, ATP-binding cassette sub-family G member 2) expresado en el intestino, ha
sido sugerido como un posible exportador del grupo hemo, aunque su funcién en el
metabolismo del hierro hémico no ha sido esclarecida (Khan & Quigley, 2011) (Figura 2).

La absorcion del hierro no hemo, hierro libre, ha sido ampliamente estudiada, por lo que
es mas comprendida que la del grupo hemo. La mayor parte del hierro libre de la dieta se
halla en su forma férrica, insoluble a pH mayor que 3, de modo que su absorcion es
compleja. Para favorecer su captaciéon duodenal, se forman complejos de hierro solubles en
el estdbmago que aumentan su biodisponibilidad para ser absorbidos con mayor facilidad
(Pérez et al., 2005).

El proceso de absorcién del hierro libre en el duodeno requiere que el hierro férrico de la
dieta sea previamente reducido a hierro ferroso. Este proceso es llevado a cabo por una
ferri-reductasa localizada en la membrana apical de los enterocitos, que se denomina
citocromo duodenal B (DcytB) (McKie, 2001). El acido ascorbico participa en esta via de
reduccion de hierro como suministro de agentes reductores para DcytB (Lane et al., 2015).
La funcion de DcytB en el ciclo del hierro fue identificada por estudios que demostraron que
su regulacion es dependiente de las necesidades sistémicas de hierro (McKie, 2001; McKie,
2008). Sin embargo, mediante el empleo de ratones knock-out para esta ferri-reductasa se
demostrd que esta enzima no es imprescindible para la absorcidon duodenal de hierro, por lo
que otras proteinas con actividad reductasa presentes en la mucosa intestinal podrian

desarrollar esta funcion (Gunshin et al., 2005) (Figura 2).
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Luego del proceso de reduccién, el hierro ferroso es importado al interior de los
enterocitos a través del transportador de metales divalentes 1 (DMT1, divalent metal
transporter 1), previamente conocido como transportador de cationes divalentes 1 (DCT1,
divalent cation transporter 1) o proteina 2 de resistencia natural asociada a macrdéfagos
(Nramp2). El importador DMT1 es una proteina altamente hidrofébica con 12 segmentos
transmembrana, que posee la capacidad no solo de transportar hierro, sino también,
diversos cationes divalentes como manganeso, cobalto, zinc, cadmio y plomo (Andrews,
1999; Garrick et al., 2003). Su funcidn fisioldgica es relevante en el duodeno, debido a que
se encarga de movilizar el hierro a través de la membrana apical de enterocitos hacia el
citoplasma, proceso que se ve favorecido por el gradiente de protones. Esto indica que su
actividad es dependiente del pH del medio, siendo éptima a pH dacidos (Gunshin et al.,
1997). Dos isoformas de DMT1 se generan por corte alternativo en el extremo 3’ del ARNm
primario de DMT1: la isoforma |, caracterizada por la presencia de un elemento de
respuesta al hierro (IRE, iron responsive element), y la isoforma Il que no posee dicho
elemento (Andrews, 1999). En estudios mas recientes, se ha demostrado que también existe
un splicing en el extremo 5" del ARNm primario de DMT1, por lo que en total se producen 4
transcriptos posibles del importador: 1A-IRE; 1A-no IRE; 1B-IRE y 1B-no IRE (Mackenzie et
al., 2007).

Otro transportador de metales que ha sido relacionado con el ciclo del hierro es el
producto proteico del gen Slc39a14, el importador ZIP14 (Zrt Irt-like Protein 14) (Taylor et
al., 2005; Liuzzi et al., 2006). Se ha demostrado que este transportador es capaz de mediar
la captacion de diversos metales divalentes de importancia nutricional, como el hierro
(Jenkitkasemwong et al., 2012). En este sentido, Liuzzi et al. (2006) demostraron que la
transfeccion de células HEK 293T con cDNA de ZIP14 aumentd la acumulacién celular de
hierro, evidenciando que ZIP14 podria funcionar como una proteina de importacion del
hierro libre. Se sabe que este transportador se encuentra altamente expresando en el
duodeno, pero su funcidn en la absorcion del hierro de la dieta no es claramente
comprendida (Liuzzi et al. 2006).

Por otro lado, el hierro en estado férrico también puede ser captado por los enterocitos
mediante la proteina B3-integrina, siendo luego transferido a la proteina chaperona
mobilferrina (Conrad et al., 1993). Debido a que la mobilferrina ha sido aislada en asociacion

con B3-integrina, flavin monooxigenasa y B2-microglobulina, se postula que este complejo
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proteico de alto peso molecular llamado paraferritina transportaria el hierro a través de la
membrana apical de los enterocitos. Ademas, se conoce que DMT1 también forma parte de
este complejo de proteinas, en el cual su funcién seria transportar el hierro ferroso al
citoplasma (Umbreit et al., 2002) (Figura 2).

Una vez que el hierro se encuentra en el interior del enterocito en estado ferroso, puede
ser oxidado nuevamente a estado férrico para su almacenamiento en la ferritina, proteina
gue pude depositar hasta 4500 atomos de hierro en cada molécula (Torti & Torti, 2002).
Esta habilidad de almacenar hierro le confiere a la ferritina una doble funcién, como
proteina detoxificadora y de reserva. Su peso molecular es de 430-460 KDa y presenta una
cadena liviana (L, light) y una cadena pesada (H, heavy). Se ha descripto que la cadena H
incorpora hierro a una tasa mucho mayor que la cadena L, lo que podria deberse a la
presencia de una ferroxidasa central asociada a la cadena H que produciria la oxidacién de
Fe’" a Fe** (Ponka, 1999). Por ello, la ferritina rica en subunidades L capta hierro mas
lentamente, pero su acumulacién es a mas largo plazo. Los tejidos que almacenan hierro
como el higado y el bazo, presentan ferritina ricas en la subunidad L con un alto contenido
de hierro (Torti & Torti, 2002) (Figura 2).

El hierro ferroso que no forma parte de los depdsitos en la proteina ferritina, puede ser
exportado hacia la sangre a través del exportador de hierro ferroportina (FPN) (McKie et al.,
2000; Wessling-Resnick, 2006). Este mecanismo de exportacién requiere de la actividad
oxidasa de la proteina de membrana hefastina, enzima ferro-oxidasa que posee la capacidad
de convertir el Fe?* a Fe** (Han & Kim, 2007). La expresion de FPN es regulada por los
cambios en los niveles celulares de hierro, dado que este exportador contiene en su ARNm
un elemento de respuesta al hierro (IRE) localizado en el extremo 5’ (Lymboussaki et al.,
2003). Un estudio reciente identificoé la presencia de una isoforma del exportador
denominada FPN B que carece del elemento IRE, por lo que no es regulada por hierro, y que
se expresa en enterocitos duodenales y en precursores eritroides (Zhang et al., 2009).

Luego de la exportacién y oxidacion, el hierro férrico forma un complejo con la principal
proteina de transporte de hierro en plasma, la transferrina (Tf, transferrin), debido a que
este biometal no puede circular en forma libre por su elevada capacidad para generar

radicales libres (Emerilt et al., 2001; Wang & Pantopoulos, 2011).
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Figura 2. Mecanismos de absorcidon duodenal de hierro.

3. DISTRIBUCION Y ALMACENAMIENTO DE HIERRO

La proteina Tf posee dos sitios de unién al hierro férrico. Dicha interaccién es
dependiente del pH, siendo elevada la afinidad de unién entre la Tf y el hierro a pH cercanos
a 7 (Ponka, 1999). El contenido total de hierro unido a la Tf (TBI, transferrin bound iron) es
de aproximadamente 3 mg, que corresponde principalmente al hierro reciclado a partir de
los eritrocitos senescentes y, en menor medida, al hierro absorbido de la dieta (Wang &
Pantopoulos, 2011).

Es sabido que sdlo el 30% de la transferrina se halla saturada con hierro en estados de
balance normal, por lo que el 70 % restante actia como mecanismo protector capaz de
captar el exceso de hierro, evitando la toxicidad que el hierro libre podria generar. Sin
embargo, en estados de sobrecarga de hierro la capacidad de saturacion de la Tf puede ser
superada, situacién en la que este biometal puede unirse a ligandos como el citrato,
constituyendo el pool de hierro no unido a Tf (NTBI, non transferrin bound iron) (Pérez et al.,
2005).

En circulacidn, la Tf distribuye el hierro por el organismo hasta los tejidos de absorcidn,
almacenamiento y utilizacion (Ponka, 1999). Las células adquieren el hierro unido a la Tf
mediante el receptor de transferrina 1 (RTfl, transferrin receptor 1), glicoproteina
homodimérica que pesa aproximadamente 190 KDa, en el cual los mondmeros se
encuentran ligados entre si por dos puentes disulfuro. Cada molécula del RTfl tiene la

capacidad para unir dos moléculas de Tf (Ponka, 1999).
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Al igual que DMT1, el ARNm del RTfl posee el segmento IRE en el extremo 3’, por lo que
los niveles proteicos de este receptor son regulados por la concentracion celular de hierro
(Andrews, 1999). El RTf1 también posee elementos de respuesta a la hipoxia (HRE, hypoxia
responsive element) presentes en su ARNm (Pérez et al.,, 2005; Graham et al., 2007).
Ademas, existen evidencias sobre la interaccion del RTfl con la proteina asociada a la
hemocromatosis (HFE), donde HFE compite con la Tf por el sitio de unién al RTfl
(Pantapoulos, 2008).

El complejo RTf1-Tf-Fe*" es endocitado mediante la formacién de vesiculas revestidas de
clatrina (Mufioz et al., 2009). Luego, la cubierta de clatrina es retirada y los endosomas se
acidifican a través de la incorporacion de protones mediante un mecanismo dependiente de
ATP, lo que produce cambios conformacionales en la Tf y en el RTfl que promueven la
liberacion del Fe** de la Tf, quedando la apotransferrina. El Fe** libre se reduce a Fe*' por
una ferrireductasa y se transporta hacia el citoplasma a través de DMT1, mientras que el
RTf1 retorna a la membrana plasmatica y la apotransferrina es liberada nuevamente a la
circulaciéon (Andrews, 2008). Se ha descripto que el producto proteico del gen STEAP3 seria
la ferri-reductasa endosomal encargada de reducir el Fe** a Fe** (Graham et al., 2007)
(Figura 3).

Recientemente se ha demostrado que el transportador de hierro ZIP14 participa no solo
de la captacién de NTBI, sino que también esta involucrado en la via RTf1-Tf transportando
el Fe?* desde el endosoma hacia el citoplasma celular, de manera similar a DMT1 (Zhao et
al.,, 2010). Estos autores demostraron que la transfeccién de células HEK 293T con ZIP14
aumenté la captacion de TBI, y la supresién de ZIP14 redujo su absorcion. Ademas, también
caracterizaron su distribucion subcelular, identificando su ubicacion en la membrana
endosomal.

Una vez que el Fe’" se encuentra en el citoplasma celular puede formar parte de los
depdsitos de hierro a través de su unién a la proteina de depdsito ferritina. También, el
hierro puede ser almacenado en forma de hemosiderina, pigmento que se produce luego de
la degradaciéon de la cubierta proteica de la ferritina (lancu, 2011). A diferencia de la
ferritina, la hemosiderina es un compuesto de almacenamiento de hierro heterogéneo de
dificil caracterizacion bioquimica y ultraestructural (lancu, 2011). El hierro proveniente de
las moléculas de ferritina degradadas constituye la mayor fuente de este biometal presente

en la hemosiderina, al cual se asocian lipidos, grupo hemo y carbohidratos como
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componentes adicionales de este conglomerado heterogéneo, que se localiza
principalmente en lisosomas secundarios (lancu, 2011).

El Fe2+que no se deposita en forma de ferritina o de hemosiderina, puede ser exportado
desde el interior celular a través de FPN (McKie et al., 2000). La funcién de FPN como
proteina exportadora, depende de la actividad de una oxidasa presente en hepatocitos y
células fagociticas denominada ceruloplasmina (Cp, ceruloplasmin) (Knutson & Wessling-
Resnick, 2003). Cp es una ferroxidasa multi-cobre que facilita el proceso de exportacion de
hierro en higado y en macréfagos a través de la conversién del hierro ferroso a férrico
(Vashchenko & MacGillivray, 2013). Nuevamente, el Fe** es incorporado a la Tf en
circulacién permitiendo su distribucién en el organismo (Graham et al., 2007) (Figura 3).

Existe otro receptor de Tf, el RTf2, cuya participacidén en la captacion de hierro es menos
conocida que la del RTf1 (Kawabata et al., 1999). El gen del RTf2 codifica para una proteina
de membrana que posee 45% de identidad con el RTf1 en su dominio extracelular. Al igual
que el RTf1, la interaccion entre el RTf2 y la Tf es dependiente del pH: la holotransferrina se
une a los receptores a pH neutro o levemente alcalino, mientras que la apotransferrina lo
hace a pH acido (Pérez et al., 2005). Sin embargo, una importante diferencia entre ambos
receptores es la afinidad por la holotransferrina, dado que la del RTf2 es aproximadamente
25 veces menor que la del RTf1 (Kawabata et al., 2000; Pérez et al., 2005). Otra diferencia es
gue la secuencia consenso de internalizacién del RTf2 no es idéntica a la del RTf1, lo que
sugiere la presencia de distintos mecanismos de endocitosis y, posiblemente, un
procesamiento intracelular diferente. Ademas, el ARNm del RTf2 no posee secuencias IRE, lo
qgue explica la falta de su regulacién por los niveles celulares de hierro (Kawabata et al.,
1999). Se ha propuesto que los niveles proteicos de este receptor serian regulados post-
traduccionalmente por la Tf-diférrica, donde la unién del ligando estabilizaria al receptor.
Por otro lado, una caracteristica comun de ambos receptores, es que el RTf2 también
interacciona con la proteina de la hemocromatosis (HFE) (Graham et al., 2007).

Ademas de la captacion de TBI, en el higado también se produce la captacion del hierro
no unido a Tf (NTBI), para almacenar el exceso de hierro y evitar la toxicidad que este
biometal podria causar cuando se encuentra libre. En este contexto, se ha descripto que
DMT1 y ZIP14 participarian en la captacion de esta forma de hierro (Graham et al., 2007).
Estudios inmunohistoquimicos de ZIP14 lo han localizado en la membrana plasmatica de

hepatocitos (Liuzzi et al., 2006). Sin embargo, la regulaciéon hepdtica de ZIP14 no ha sido
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totalmente dilucidada, dado que algunos autores han demostrado que los niveles de este
transportador en higado no son regulados por hierro, mientras que otros recientemente
demostraron un aumento de ZIP14 hepdtico en exceso de hierro (Hansen et al., 2010; Nam
& Knutson, 2012; Nam et al., 2013). No obstante, actualmente se ha sugerido que ZIP14
seria un transportador clave en la captacién hepatica de NTBI, una forma de hierro que

aparece en estados de sobrecarga de hierro (Jenkitkasemwong et al., 2015) (Figura 3).

TBI

NTBI
Figura 3. Mecanismos de movilizacién del hierro en hepatocitos.

4. REUTILIZACION DE HIERRO

Como fue mencionado anteriormente, el reciclado de hierro de los eritrocitos
senescentes o alterados, es un proceso que forma parte de la homeostasis del hierro. En
condiciones fisioldgicas, aproximadamente 25 mg de hierro por dia son utilizados por los
eritrocitos inmaduros en la médula 6sea para la sintesis del grupo hemo (Knutson &
Wessling-Resnick, 2003). Las células que se encargan de este proceso son los macréfagos del
sistema reticuloendotelial (SER) del bazo, higado y médula ésea, células cuya principal via de
captacién de hierro es la eritrofagocitosis (Knutson & Wessling-Resnick, 2003). Luego de la
fagocitosis de los eritrocitos, las enzimas hidroliticas presentes en los fagolisosomas se
encargan de degradar los gldébulos rojos. Posteriormente, el hierro del grupo hemo de la

hemoglobina es liberado por la digestiéon enzimatica mediada por HO-1 y, en menor medida,
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por HO-2 (Khan & Quigley, 2011). Ambas hemoxigenasas, HO-1 y HO-2, catabolizan al grupo
hemo produciendo biliverdina, mondxido de carbono y Fe*. El Fe®* libre puede ser
incorporado en la ferritina o exportado de la célula a través de FPN-Cp (Knutson & Wessling-
Resnick, 2003).

En los macréfagos, también existen otros mecanismos de importacién de hierro, como la
captacioén del hierro unido a la Tf a través del RTf1 (Knutson & Wessling-Resnick, 2003). Otra
via de importacion de hierro es mediada por el receptor CD163, expresado exclusivamente
en monocitos y en macréfagos, que capta el complejo formado entre la haptoglobina y la
hemoglobina liberada por la destruccion de eritrocitos en el espacio intravascular
(Kristiansen et al., 2001).

En el interior de los macréfagos, la proteina natural de resistencia asociada a macréfagos
1 (Nrampl) y DMT1 participan en el reciclado de hierro luego de la eritrofagocitosis
transportando el hierro desde el interior de las vesiculas fagociticas hacia el citoplasma
celular (Soe-Lin et al., 2009; Tabuchi et al., 2010). Ademads, se ha sugerido que el hierro
hemo podria ser exportado desde las vesiculas a través de transportadores del grupo hemo
como HCP1, pero los mecanismos no han sido esclarecidos (Khan & Quigley, 2011).

Por ultimo, como fue descripto para las células que utilizan el hierro, la Unica via de
exportacion de hierro conocida hasta el presente en macréfagos es mediante FPN (Knutson
et al., 2005). Luego, la ceruloplasmina plasmatica promueve la oxidacién del hierro

facilitando de esta manera su incorporacion a la apotransferrina circulante (Kaplan, 2002).

5. REGULACION DEL METABOLISMO DEL HIERRO

5.1. Regulacion mediada por HEPCIDINA

5.1.1. Generalidades

Hepcidina es el regulador central de la homeostasis del hierro sistémico, que
interconecta las necesidades de hierro de los distintos tejidos (Ganz & Nemeth, 2006). Si
bien el higado es el principal 6rgano productor de hepcidina, se ha caracterizado la sintesis
de este péptido en el tejido pancreatico, pulmonar, renal y nervioso (Kulaksiz et al., 2005;

Kulaksiz et al., 2008; Wang et al., 2008; Frazier et al., 2011). Sin embargo, la relevancia
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fisiolégica de la producciéon de hepcidina en estos tejidos extra-hepaticos no ha sido
esclarecida, pero podria participar en la regulacion local de la movilizacién de hierro.

En humanos se identificé un solo gen para hepcidina, mientras que en el genoma de
ratdn se caracterizaron 2 genes que codifican para este péptido, denominados HEPC1 y
HEPC2, siendo HEPC1 el gen que participa en el metabolismo del hierro (Lou et al., 2004).

La primera funcion descripta para hepcidina fue su actividad antimicrobiana, que
involucra propiedades microbicidas contra diversos microorganismos evaluadas mediante
estudios in vitro (Krause et a., 2000; Michels et al., 2015). Se sabe que la hepcidina restringe
la disponibilidad extracelular de hierro. Por lo tanto, este péptido controlaria algunas
infecciones bacterianas extracelulares en forma de "inmunidad nutricional" (Michels et al.,
2015). Sin embargo, la funcion de este péptido en la mayoria de las infecciones adn no ha
sido definida. Si bien la sintesis de hepcidina es estimulada en respuesta a varios patégenos
virales y fungicos, su contribucién a las defensas del huésped contra estas infecciones es
desconocida (Potrykus et al., 2013; Leal et al., 2013; Michels et al., 2015).

La asociacién entre hepcidina y el ciclo del hierro fue identificada por Pigeon et al. (2001),
guienes demostraron que los niveles del ARNm de hepcidina son regulados en la sobrecarga
de hierro inducida. Un estudio posterior, llevado a cabo en una cepa de ratones Usf2
(Upstream stimulatory factor 2) que carecen de hepcidina, identificé el desarrollo de la
sobrecarga de hierro hepdtica en estos ratones (Nicolas et al., 2001). En linea con estos
hallazgos, se determind una rdpida disminucion de los niveles séricos de hierro luego de la
inyeccion del péptido hepcidina en ratones (Rivera et al., 2005).

Las evidencias experimentales sugieren que la funcidon de hepcidina en el metabolismo
del hierro es atenuar la absorcidn intestinal de hierro y la liberacion del biometal desde los
macrofagos del sistema reticuloendotelial (SRE), disminuyendo su biodisponibilidad (Ganz &
Nemeth, 2006).

El péptido hepcidina es codificado por un gen pequefio de tres exones que producen la
preprohepcidina de 84 aminodacidos que estd compuesta por: una secuencia sefal de 24
aminodcidos en el extremo N-terminal para su reconocimiento en el reticulo
endoplasmatico, una pro-regién central entre los aminoacidos 25 y 59 y el péptido maduro
de 25 aminoacidos en el extremo C-terminal (Park et al., 2001; Pigeon et al., 2001). El
extremo C-terminal posee un sitio de clivaje para furina, un miembro de la familia de pro-

hormonas convertasas que clivan a precursores proteicos para activarlos (Pigeon et al.,
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2001; Valore & Ganz, 2008). Se sabe que la furina convertasa seria la principal enzima
involucrada en la eliminacidn de la pro-regién de la prohepcidina produciendo la hepcidina
madura, que es liberada a la sangre (Valore & Ganz, 2008).

La hepcidina es un péptido muy pequefio que presenta una estructura terciaria compleja
compuesta por 8 residuos cisteina, conectados por 4 puentes disulfuro (Ganz, 2003). Esta
estructura peptidica, dificulta la obtencion de anticuerpos. Por ello, desde el descubrimiento
de hepcidina como reguladora del ciclo del hierro, nimeros estudios han intentado
desarrollar una técnica que permita la evaluacidn de los niveles séricos y urinarios de esta
hormona.

Los avances respecto a la determinacién cuantitativa de hepcidina involucran inmuno-
ensayos enzimaticos para la deteccion de prohepcidina sérica humana. Sin embargo,
diversos estudios han demostrado que los niveles séricos de pro-hepcidina no se
correlacionan con los de hepcidina ni con los pardmetros relacionados con el hierro en
pacientes con diversas patologias que afectan los niveles de hepcidina, como
hemocromatosis hereditaria, insuficiencia renal crdénica, inflamacién y anemia,
posiblemente debido a una baja estabilidad del pro-péptido en circulacién (Kulaksiz et al.,
2004; Roe et al., 2007; Sasu et al., 2010). Estos estudios evidencian que no existiria una
correlacién entre los niveles de prohepcidina y de hepcidina en suero.

En células de hepatoma humano HepG2 y en cultivo primario de hepatocitos, Valore &
Ganz (2008) demostraron un aumento de los niveles de prohepcidina celular cuando la
sintesis de hepcidina fue estimulada, identificando una relacién directa entre los niveles
celulares del pro-péptido y del péptido. Ademas, en la literatura solo se describe que la
sintesis de hepcidina hepatica es regulada transcripcionalmente por el hierro, la actividad
eritropoyética y la inflamacién; sin existir datos que revelen otro tipo de regulacién
(Flanagan et al., 2007; Lee & Beutler, 2009). Teniendo en cuenta estos estudios, el analisis
de la expresidon de prohepcidina en células y tejidos permitiria inferir el cambio en la
expresion de hepcidina.

En el afio 2008 se desarrollé un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) que
permite la deteccidn de hepcidina sérica en humanos (Ganz, 2008). Sin embargo, recién en el
ano 2015 se describié un ELISA que permite la deteccidon de hepcidina sérica en ratones,

siendo esta publicacidn posterior a nuestros estudios (Gutschow et al., 2015). Es importante
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aclarar que esta técnica no ha sido estandarizada para cuantificar los niveles de hepcidina en
homogenados tisulares que nos permita evaluar su expresiéon en tejidos extrahepaticos.

En un estudio reciente, se desarrollé una técnica confiable y especifica para la deteccion
del péptido activo de hepcidina en suero, que involucra una cuantificacién costosa pero
altamente especifica a través del método de cromatografia liquida acoplada a un
espectrometro de masas (Lefebvre et al, 2015). Sin embargo, este método no es
ampliamente accesible ni se encuentra validado en modelos animales experimentales
(Gutschow et al., 2015).

Teniendo en cuenta las dificultades existentes en los métodos de cuantificaciéon de
hepcidina, en el presente trabajo de tesis estudiamos la expresion tisular de su pro-péptido,
el cual se encuentra bien correlacionado con los niveles tisulares de hepcidina (Valore &

Ganz, 2008).

5.1.2. Regulacion de hepcidina

La sintesis de hepcidina es regulada por diversos estimulos que incluyen las reservas de
hierro tisular, la saturacion de transferrina, la hipoxia y la inflamacién. Ademas, la demanda
eritropoyética también regula los niveles de hepcidina para aumentar la disponibilidad de

hierro requerido para la eritropoyesis (Rishi et al., 2015).

5.1.2.1. Reguladores positivos

Es ampliamente conocido que la via regulatoria en la que participan proteinas
morfogenéticas dseas (BMP, bone morphogenetic proteins) y SMADs (sma and mothers
against decapentaplegic homologue) posee una funcidon central en la regulacién de la
sintesis de hepcidina en respuesta a los niveles de hierro del organismo (Rishi et al., 2015).
La relacion entre la via SMAD y el metabolismo del hierro fue descubierta cuando se
observé el desarrollo de sobrecarga de hierro en ratones que presentaban una delecién de
SMAD4 especifica de higado (Wang et al., 2005).

La via regulatoria que involucra las proteinas BMPs regula diversos procesos fisiolégicos,
como la morfogénesis embrionaria, el desarrollo dseo y la reparacién de tejidos. En el
higado, esta via parece haber sido especificamente adaptada para la regulacién del hierro

(Ganz & Nemeth, 2012). Diversos estudios han descripto que BMP-6 seria el principal
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regulador enddgeno de hepcidina (Kautz et al., 2008; Meynard et al., 2009; Andriopoulos et
al., 2009). Inicialmente, se identificd una relacion directa entre los niveles del transcripto de
BMP-6 y los niveles de hepcidina hepdatica en ratones alimentados con una dieta enriquecida
en hierro (Kautz et al., 2008). Posteriormente, se demostré que ratones knock-out para
BMP-6, poseen elevada acumulacién de hierro en el higado y reducida expresién hepatica
de hepcidina (Meynard et al., 2009; Andriopoulos et al., 2009). Por lo tanto, estos estudios
apoyan el concepto de que la proteina BMP-6 es requerida para regular apropiadamente los
niveles de hepcidina. Asimismo, otras BMPs, como BMP-2, -4, -5, -7 y -9, también inducen la
expresion de hepcidina in vitro, pero sus funciones fisioldgicas en la regulacién del ciclo del
hierro no han sido claramente determinadas (Babitt et al., 2007).

Se ha descripto que tanto BMP-6, como su co-receptor denominado hemojuvelina (HJV),
son esenciales para la homeostasis del hierro en ratones, debido a que ratones knock-out
para BMP-6 o para HJV desarrollan una marcada sobrecarga de hierro (Meynard et al., 2009;
Andriopoulos et al., 2009).

Ramsay et al. (2008) demostraron que una serino-proteasa llamada TMPRSS6, también
conocida como matriptasa-2, participa en la via regulatoria HIV-BMP a través del clivaje de
HJV. Esta proteasa transmembrana, expresada principalmente en el higado, actuaria como
un inhibidor de la sintesis de hepcidina dado que solo la forma heterodimérica de HJV activa
la sintesis de hepcidina in vitro (Pagani et al., 2008). Este hallazgo agrega otra proteina que
interviene en la compleja red de proteinas que regulan la sintesis de hepcidina. Ademads, en
un estudio reciente se demostré que la disminucién intracelular del hierro aumenta los
niveles de la proteina TMPRSS6 en células HepG2, revelando que la regulacion de TMPRSS6
por el hierro intracelular podria ser una nueva via que controla la regulacién de hepcidina a
través de la escision de HJV (Zhao et al., 2015).

Actualmente se ha propuesto que la regulacién de hepcidina por el hierro intracelular
involucraria el aumento de la sintesis hepatica de BMP-6 por el exceso de hierro celular
(Kautz et al., 2008). Luego, BMP-6 seria secretada desde la células para interactuar con su
co-receptor HJV y con el receptor de BMP, activando una via de sefializacién intracelular en
la que se fosforilan SMAD1/5/8 (pSMAD1/5/8) (Ganz & Nemeth, 2012). Este mecanismo
favoreceria la union de pSMAD1/5/8 con SMAD4 formando un complejo que translocaria al
nucleo, activando la transcripcion del gen de hepcidina (De Domenico et al., 2007). En este

sentido, recientemente se ha demostrado que las proteinas BMP-6 y HJV regulan la sintesis
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de hepcidina cuando los niveles de hierro hepaticos son elevados, debido a que ratones
knock-out para BMP-6 y HJV no aumentaron apropiadamente los niveles de hepcidina en
respuesta al alto hierro hepatico (Ramos E. et al., 2011). En este estudio también describio
qgue la regulacién de hepcidina por el hierro intracelular seria independiente de la proteina
de la hemocromatosis (HFE) y del receptor de transferrina 2 (RTf2), proteinas que han sido
identificadas en la regulacion de hepcidina mediada por la saturacion de transferrina (hierro
sistémico) (Pantapoulos, 2008).

La regulacion de hepcidina por el estado sistémico del hierro (saturacion de transferrina)
requiere de moléculas que funcionan como sensores del hierro. La evidencia genética y
bioquimica sugiere que los receptores de transferrina, RTfl y RTf2, junto con HFE de
membrana, pueden actuar como un sensor de la holotransferrina (transferrina diférrica)
(Rishi et al., 2015). HFE esta estructuralmente relacionada con moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, major histocompatibility complex) de clase |, cuya
unién al RTf1 es inhibida competitivamente por la holotransferrina (Giannetti et al., 2004).
Por lo tanto, cuando aumenta la concentracién de holotransferrina (Fe-Tf), HFE se desplaza
del complejo con el RTf1, dado que el sitio de union de HFE en el RTf1 se superpone con el
de la holotransferrina. Luego de la liberacidén, HFE interactia con el RTf2 y, a su vez, el
complejo RTf2-HFE es estabilizado por la unién de Fe-Tf (Pantapoulos, 2008). Dicho
complejo FeTf-RTf2-HFE estimula la expresién de hepcidina a través de la activacién de
ciertas vias regulatorias (Figura 4). La sefializacion mediada por MAPK/ERK ha sido
propuesta como una via reguladora de la sintesis de hepcidina, pero los mecanismos
moleculares no han sido claramente dilucidados (Ramey et al., 2009).

Estudios recientes que interconectan al complejo FeTf-HFE-RTf2 con la via regulatoria
dependiente de BMP6-SMAD han demostrado que HFE y RTf2 también modulan la
expresion de hepcidina a través de la via BMP-SMAD (McDonald et al. 2014; Wu et al.,
2014). En este sentido, se describié que HFE se une al receptor de BMP tipo I. Esta
interaccion produce la estabilizacion del receptor en la superficie celular activando la
sefializacion BMP-SMAD, lo que aumenta la expresion de hepcidina (Wu et al., 2014).
Ademas, en ratones deficientes del RTf2 se ha demostrado la presencia de bajos niveles de
SMAD1/5/8 fosforiladas en higado, sugiriendo que RTf2 también modula la via SMAD-BMP
(Corradini et al., 2011). En linea con este estudio, recientemente fue propuesto que RTf2

estd implicado en la estimulacion de la sintesis de BMP-6 por hierro (McDonald et al., 2014).
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Teniendo en cuenta estos recientes estudios que le adjudican a RTf2 y HFE nuevas
funciones en la via regulatoria BMP6-SMAD, Rishi et al. (2015) propusieron un nuevo
modelo para la regulacién de hepcidina. En esta revision se propuso que, en respuesta al
aumento de la saturacién de transferrina, RTf2 inicia una cascada de sefializacién que
aumenta la sintesis de BMP-6. Posteriormente, BMP-6 seria secretada al exterior celular
para interactuar con los receptores de BMP y con su co-receptor HJV, activando la via de
sefializacion de SMADs que estimula la sintesis de hepcidina (Figura 4).

La relevancia funcional de HFE, HJV, RTf2 y BMP-6 en la regulacién de hepcidina por los
niveles de hierro sistémicos (saturacion de transferrina) fue demostrada recientemente por
Ramos E. et al. (2011). Estos autores utilizaron ratones knock-out simples para HFE, RTf2,
BMP-6 y HJV, a los cuales se les realizé una combinacién de flebotomias con una dieta baja
en hierro y, luego, fueron alimentados en forma aguda con una dieta rica en hierro. De esta
manera aumenta la saturacion de transferrina y no cambia el hierro hepatico. Estos estudios

permitieron concluir que HFE, HJV, RTf2 y BMP-6 regulan el aumento de hepcidina en
respuesta a la saturacion de Tf, debido a que la expresién de hepcidina no aumentd

apropiadamente por la alta saturacién de transferrina en los ratones knock-out para estas

proteinas (RamosE. et al., 2011).
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Figura 4. Esquema representativo de la regulacién de hepcidina hepatica por hierro.
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Recientemente, Latour et al. (2015) realizaron un analisis comparativo de diferentes
modelos murinos de hemocromatosis, postulando la existencia de dos nuevas vias que
controlan la expresion de hepcidina por hierro: una que detecta la concentracidon de
transferrina diférrica (mediada principalmente por BMP-2, HJV, RBMP tipo Il, RBMP tipo |,
RTf2 y HFE) y otra que censa el hierro intracelular (mediada por BMP-6, RBMP tipo Il y
RBMP tipo I) (Figura 5).

Respecto de la primera via regulatoria, Latour et al. (2015) sugirié que la regulacién de
hepcidina por la saturacion de transferrina en ratones knock-out para BMP-6 podria
involucrar a BMP-2. Esta propuesta se debe a la reciente identificaciéon de la estructura
cristalina de HJV en complejo con BMP-2 (Healey et al., 2015). El dominio N-terminal de HJV
imita la estructura de los receptores de BMP tipo |, por lo que HJV compite con el receptor
de BMP de tipo | por la uniéon a BMP-2 (Healey et al., 2015). Por lo tanto, se sugirié que las
proteinas BMP-2 serian reclutadas a la membrana a través de su interaccion con HJV (Latour
et al., 2015). Este complejo, HIV-BMP2, podria entonces asociarse con el receptor de BMP
tipo I, para luego ser endocitado en compartimentos endosomales. Dado que Healey et al.
(2015) describieron que la interaccion HJV-BMP es dependiente del pH, Latour et al. (2015)
sugirieron que la acidificacion del interior de los endosomas produciria la disociacién del
complejo HJV-BMP2, siendo la HJV reemplazada por los receptores de BMP tipo I.
Finalmente, la unién entre RBMP tipo Il, BMP-2 y RBMP tipo | activaria la via de sefalizacién
mediada por SMADs (Figura 5).

La funcidn del complejo TfR2-HFE sigue siendo discutida, pero se sabe claramente que
ambas proteinas son necesarias para el censado de la transferrina diférrica. Por lo tanto, la
interaccidon de RTf2 y HFE podria ser necesaria para que el complejo HIV-BMP2-RBMP tipo |l
sea eficientemente endocitado, proporcionando un vinculo entre la transferrina diférrica y
la via de sefializacién BMP-SMAD (Latour et al., 2015).

El segundo mecanismo regulatorio propuesto por Latour et al. (2015), implicaria la
activacion de la via SMAD a través de complejos de receptores de BMP preformados (Nohe
et al., 2002). Se sugirié6 que BMP-6 interacciona con los complejos preformados entre los
receptores de BMP de tipo | y tipo Il. Esta interaccién, daria lugar a la activacion del
complejo BMP6-RBMP [I-RBMP | que estimularia la via SMAD de acuerdo a los niveles
intracelulares de hierro, dado que la sintesis de BMP-6 aumenta cuando el nivel celular de

hierro es elevado (Latour et al., 2015). En este sentido, Latour et al. (2015) postularon que
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BMP-6 pueden inducir la expresion de hepcidina por una via independiente de las moléculas

HFE, HJV y RTf2 (Figura 5).
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Figura 5. Esquema representativo de las nuevas vias propuestas para la regulacién de
hepcidina hepatica mediada por hierro (Adaptado de Latour et al. 2015).

Por otro lado, en inflamacién, la sintesis de hepcidina en los hepatocitos es regulada
transcripcionalmente por la interleuquina 6 (IL-6) a través de la via de sefializacién de STAT-
3 (Ganz & Nemeth, 2012). Esta via regulatoria, y posiblemente otros mecanismos, aumentan
la produccion de hepcidina durante infecciones y enfermedades inflamatorias sistémicas,
desarrollando hipoferremia. Aunque la eficacia de este mecanismo en la defensa del
huésped contra microbios especificos no ha sido demostrada, el aumento de Ia
susceptibilidad a ciertas infecciones en los pacientes con hemocromatosis hereditaria
sugiere que esta respuesta de hepcidina probablemente limitaria la multiplicacién

dependiente de hierro de los microbios extracelulares (Frank et al., 2011).
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5.1.2.2. Reguladores negativos

Los procesos fisioldgicos que requieren un suministro constante de hierro, como la
eritropoyesis, actian como reguladores negativos de la sintesis de hepcidina. La represion
de HAMP es un mecanismo que aumenta el hierro biodisponible para mantener su
homeostasis (Rishi et al., 2015).

Se ha descripto que la inhibicion de la hematopoyesis por irradiacién y por induccién de
policitemia post-transfusional aumentaron dramaticamente los niveles de hepcidina, lo que
indica que la eritropoyesis reprime la expresiéon de hepcidina (Vokurka et al., 2006).
Fisioldgicamente, esto seria importante en casos de hemorragia o hemolisis, donde hay una
pérdida rdpida de sangre y posteriormente un marcado aumento de la demanda de hierro
para restaurar el eritron.

Es sabido que una de las principales moléculas de sefializacion que median Ia
eritropoyesis es la eritropoyetina (EPO); que se produce principalmente en el rifién y se
requiere para una adecuada eritropoyesis. En humanos que fueron tratados con EPO, los
niveles de hepcidina circulantes disminuyeron bruscamente dentro de las 24 horas vy
mostraron una supresion maxima a las 72 horas, confirmando la regulacion negativa de EPO
sobre los niveles de hepcidina (Ashby et al., 2010). Se ha sugerido que esta regulacién seria
indirecta, dado que en estudios llevados a cabo en ratones se observo que la flebotomia o el
tratamiento con EPO no indujeron cambios en los niveles de hepcidina en animales que
fueron previamente irradiados o tratados con inhibidores de la eritropoyesis (Pak et al.,
2006; Sasaki et al., 2012). En linea con estos estudios, recientemente se describié la falta de
inhibiciéon de la sintesis de hepcidina en células de hepatoma expuestas a diversas
concentraciones de EPO, que confirmaria que la supresién de hepcidina no requiere la unién
directa de EPO a sus receptores hepaticos (Gammella et al., 2015). Estos autores, también
sugirieron que la administracién de EPO en ratones estimula la sintesis del regulador
eritroide ERFE (erythroid factor erythroferrone) en eritroblastos, el cual inhibe la sintesis de
hepcidina (Figura 6).

Por otro lado, se sabe que las condiciones hipdxicas aumentan la eritropoyesis para
aumentar la disponibilidad de oxigeno. De manera similar a la eritropoyesis, se demostré
gue los niveles de hepcidina disminuyen en hipoxia (Nicolas et al., 2002). Uno de los

elementos regulatorios mas importantes que actla en respuesta a la hipoxia es el factor de

40



Introduccion

transcripcién inducible por hipoxia (HIF-1) (Fandrey, 2004). Esta proteina es un
heterodimero compuesto por subunidades a y subunidades constitutivas B (Semenza 2000).
En normoxia, la subunidad a del HIF-1 es hidroxilada y posteriormente ubiquitinizada a
través de su interaccion con la proteina von Hippel-Lindau (pVHL), siendo finalmente
degradada en el proteosoma. En hipoxia este proceso es inhibido, y los HIFs en forma de
heterodimeros pueden unirse a los elementos de unién de HIF en el ADN actuando como
factores de transcripcién (Semenza, 2000). La union de estos factores a elementos de
respuesta a hipoxia (HRE, hypoxia responsive element), localizados en el gen que codifica
para EPO, produce un aumento en los niveles de la proteina (Elbarghati et al., 2008). Por
ello, en hipoxia, la producciéon de EPO y su estimulacion eritropoyética podrian contribuir
con la regulaciéon negativa de hepcidina observada en esta condicién. Ademads, se ha
identificado la presencia de un elemento HRE en el gen que codifica para hepcidina
(Peyssonnaux et al., 2007). Este hallazgo sugiere que el factor inducible por hipoxia HIF-1
podria unirse y bloquear la transcripcion de hepcidina en condiciones de baja presién parcial
de oxigeno como en la hipoxia tisular (Peyssonnaux et al., 2007) (Figura 6).

Ademas de estos mecanismos regulatorios, recientemente se demostré que la hipoxia
media la regulacidon de hepcidina a través de la estimulacidn del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) que controla negativamente a HAMP (Sonnweber et al.,
2014). En este estudio también se demostrd que esta regulacién no seria mediada a través
de la via BMP-SMAD, sino que PDGF-BB disminuye los niveles de hepcidina a través del
factor de transcripcion CREB-H (cAMP-responsive element binding protein, hepatocyte
specific). Esta regulacion fue propuesta dado que la inyeccién de PDGF-BB no disminuyé los
niveles del ARNm de hepcidina en el higado de ratones knock-out para CREB-H (Sonnweber

et al., 2014) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo de la regulacion de hepcidina hepatica por
hipoxia y eritropoyesis. (Adaptado de Rishi et al. 2015)

5.1.3. Ejes regulatorios “hepcidina-FPN” y “hepcidina-DMT1”

Es ampliamente conocido que la hepcidina actia sobre FPN mediante la unién del
péptido a la region extracelular de FPN, lo que conduce a la internalizacién y degradacion
del exportador (Nemeth, 2004). Se ha descripto que el residuo cisteina 326 es esencial para
la uniéon de hepcidina a su receptor FPN (Ganz & Nemeth, 2012). De esta manera, la
hepcidina regula la exportacién celular de hierro a causa de la pérdida de FPN en la
membrana plasmatica, dado que se requiere que FPN esté localizada en la membrana
celular para transportar el hierro hacia la circulacién sistémica.

Recientemente, ha sido caracterizada la funcién regulatoria de hepcidina sobre la
captacién duodenal de hierro (Mena et al., 2008; Chung et al., 2009; Brasselagnel et al.,
2011). Mena et al. (2008) demostraron que la hepcidina disminuye la expresién de DMT1 en
células intestinales a través de una regulacion transcripcional. Sin embargo, otros autores
describieron que el péptido regulador controla los niveles de DMT1 mediante su
internalizacion y degradacion, similar a lo descripto para FPN (Brasselagnel et al., 2011). Por
lo tanto, los mecanismos moleculares por los cuales hepcidina regula a DMT1 no son

claramente dilucidados.
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Por lo tanto, cuando los niveles de hepcidina son elevados, como en sobrecarga de
hierro, este péptido podria regular a DMT1 en enterocitos para disminuir la absorcion de
hierro de la dieta y a FPN en células del SRE para reducir la exportacion del hierro, ambos
procesos favorecen la disminucién del hierro biodisponible. Queda claro entonces que el
péptido hepcidina cumple una funcion esencial en la absorcion y distribucion del hierro en el
organismo, por lo que su regulacion en estados fisiolégicos y fisiopatoldgicos es critica y
favorece el mantenimiento del equilibrio para que el hierro no se encuentre en déficit ni en

exceso.

5.2. Regulacién mediada por las PROTEINAS REGULADORAS DEL
HIERRO

5.2.1. Generalidades

El principal mecanismo regulatorio que controla la movilizaciéon de hierro segun el nivel
celular de este biometal, es el sistema de regulacion IRE-IRP (elemento de respuesta al
hierro-proteina reguladora del hierro) (Muckenthaler et al., 2008).

Se ha descripto la existencia de dos proteinas IRP denominadas IRP1 e IRP2. IRP1 es una
proteina bifuncional que actia como una enzima aconitasa citosélica (c-acon), catalizando la
conversion de citrato a isocitrato cuando el cluster de hierro (Fe) y azufre (S) [4Fe-4S] se
encuentra unido a la proteina. Sin embargo, cuando pierde dicho cluster, IRP1 presenta una
elevada afinidad de unidn a regiones no traducidas del ARNm denominados IREs, regulando
la traduccidn de proteinas del ciclo del hierro (Anderson et al., 2012).

Un estudio estructural de IRP1 demostrd que esta proteina se une a IRE mediante una
hendidura presente entre los dominios 1-3 y dominio 4, en la cual se localiza cluster [4Fe-4S]
de la c-acon (Basilion et al.,, 1994; Wallanderet al., 2006). Cuando dicho cluster no esta
presente en IRP1, la hendidura queda libre permitiendo el reconocimiento de elementos
IREs en el ARN mensajero (ARNm) (Wallander et al., 2006). A diferencia de IRP1, IRP2 no
contiene el cluster [4Fe-4S] y su actividad de unidon al segmento IRE se regula mediante su
degradacion proteosomal (Muckenthaler et al., 2008).

Para que las proteinas IRPs se unan al ARNm se requiere de una estructura en forma de

tallo y bucle en el IRE. El bucle contiene seis residuos que generalmente poseen la secuencia
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CAGUGX, en donde el sexto nucledtido habitualmente es Uracilo o Citosina (Theil &
Eisenstein, 2000). El tallo se divide en dos regiones, superior e inferior, que se componen de
pares de bases de secuencias variables separadas por un nucledétido Citosina desapareado
(Theil & Eisenstein, 2000; Wallander et al.,, 2006). Tanto la secuencia del bucle como la
presencia de nucledtidos desapareados en los segmentos IRE, son criticos para la unién de

IRP.

5.2.2. Regulacion de IRPs

Las secuencias de aminoacidos de IRP1 e IRP2 poseen un 64% de identidad. Sin embargo,
la regulacién de la actividad de uniéon al ARNm de ambas IRPs es controlada por mecanismos
diferentes. IRP1 es una proteina que exhibe una funcién dual dependiendo del estado
celular del hierro. Cuando el nivel celular de hierro estd disminuido, el cluster [4Fe-4S] se
desensambla de IRP1, por lo que aumenta su actividad de unién a segmentos IRE del ARNm
de proteinas del hierro, regulando su traduccién (Anderson & Vulpe, 2009). Por el contrario,
cuando los niveles de hierro son elevados, el cluster [4Fe-4S] se ensambla en IRP1
resultando en la pérdida de la afinidad de unién a IRE y adquiriendo funcién de aconitasa
(Anderson & Vulpe, 2009). A diferencia de IRP1, IRP2 se regula principalmente a través de su
degradacidn proteosomal mediada por hierro (Guo et al., 1995). Ademas, el cluster [4Fe-4S]
no se ensambla en IRP2 y, por lo tanto, esta isoforma no presenta actividad aconitasa
(Wallander et al., 2006)

Por otro lado, IRP1 también es regulada por las especies reactivas de oxigeno (ROS,
reactive oxygen species) y por las especies reactivas de nitrégeno (RNS, reactive nitrogen
species). Ha sido demostrado que ROS puede regular la actividad de IRP1, aunque se
observan respuestas variables que dependen de la cantidad y del tipo de ROS examinado
(Mueller, 2005; Wallander et al., 2006). Se ha descripto que la actividad de unidn de IRP1 al
ARNm aumenta por las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Pantopoulos & Hentze, 1995b).
Sin embargo, IRP1 también puede ser inactivada por elevados niveles de ROS,
presumiblemente a través del dafio oxidativo y/o degradacion (Cairo et al., 1996). Esta
pérdida de la actividad de IRP1 en respuesta a la alta concentracién de ROS puede
representar un mecanismo para limitar el exceso de hierro, dado que una elevada actividad

de IRP1 produciria un exacerbado estado de estrés oxidativo (Wallander et al., 2006).
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Se ha sugerido que la modulaciéon de la funcién del IRP1 por RNS tiene una funcién
fisiolégica relevante en la respuesta inflamatoria y en la inmunidad mediada por células
(Wallander et al., 2006). Numerosos estudios que emplearon cultivos celulares y la proteina
IRP1 purificada han establecido que el éxido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOQO’) aumentan
la actividad de unién de IRP1 al ARNm (Drapier et al., 1993; Pantopoulos & Hentze, 1995a;
Kennedy et al., 1997).

5.2.3. Eje regulatorio IRP/IRE-proteinas del ciclo del hierro

La unién de IRP a los elementos IRE del ARNm controla la traduccion de proteinas que
captan, exportan y almacenan hierro, induciendo cambios en la movilizacién celular de este
biometal. Los elementos IREs son regiones no traducidas que se localizan en los extremos 5'
o 3' de los ARNm que codifican proteinas implicadas en la captacién de hierro (RTf1, DMT1),
el secuestro (ferritina, subunidad Hy L) y la exportacion (FPN) (Anderson et al., 2012).

Cuando la concentracion celular de hierro es baja, IRP se unen con alta afinidad al
segmento IRE ubicado en el extremo 5' del ARNm de ferritina y de FPN, bloqueando la
traduccidn proteica. Sin embargo, cuando los elementos IREs se localizan en el extremo 3'
del ARNm como en el caso de RTfl y de DMT1, el transcripto es estabilizado a través del
bloqueo de su degradacion por ARNasa. Por el contrario, cuando la concentracion celular de
hierro es elevada IRP estd inactiva por lo que no se une a IRE, aumentando la traduccién de
ferritina y de FPN (McKie et al., 2000; Torti & Torti, 2002; Wang & Pantopoulos, 2011). Al
mismo tiempo, la falta de interaccién IRE-IRP promueve la degradacion del ARNm de RTf1y
de DMT1], lo que disminuye su traduccidn (Casey et al., 1988; Andrews, 1999) (Figura 7).

Esta regulaciéon coordinada de las proteinas que movilizan y almacenan hierro mediada
por IRPs asegura que las células adquieran niveles adecuados de hierro segun sus

necesidades, sin alcanzar niveles toxicos.
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Figura 7. Mecanismo de regulacion traduccional mediado por el sistema IRE/IRP.
(Adaptado de Wallander et al. 2006)

5.3. Regulacion mediada por NORMOXIA e HIPOXIA

El promotor del gen que codifica para las proteinas RTf1 y DMT1 contiene elementos de
respuesta a HIF, por lo que estas proteinas son reguladas por los niveles tisulares de oxigeno
(Lee et al., 1998; Lok & Ponka, 1999). Ademas, un estudio reciente demostré que HIF-2
posee una funcion critica en la regulacién de la transcripcion de FPN B, isoforma de FPN que
no posee segmentos IRE en su ARNm (Taylor et al., 2011).

El factor de transcripcidn inducible por hipoxia (HIF) es uno de los elementos regulatorios
mas importantes que actlan en respuesta a la hipoxia. Esta proteina es un heterodimero
compuesto por subunidades a y subunidades constitutivas B (Semenza, 2000). Cuando los
niveles de oxigeno son normales, la subunidad a del HIF es hidroxilada y posteriormente
ubiquitinizada, siendo luego degradada en el proteosoma. Sin embargo, en hipoxia este
proceso es inhibido, y los HIFs en forma de heterodimeros pueden unirse a los elementos de
unién de HIF en el ADN actuando como factores de transcripcion (Semenza, 2000). Ademas,
la actividad de la enzima prolil-hidroxilasa depende del hierro, observandose que los niveles

de HIF aumentan en las células con deficiencia de hierro (Metzen & Ratcliffe, 2004). Por ello,
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FPN, DMT1 y RTf1 pueden ser controladas por los niveles de hierro y de oxigeno a través de

una regulacion mediada por HIF.

5.4. Regulacion mediada por INFLAMACION

Se describid ampliamente que las proteinas del ciclo del hierro son reguladas por
estimulos inflamatorios. En efecto, los elevados niveles de hepcidina inducidos por la
inflamacién controlan la movilizacién sistémica de hierro a través de la internalizacién y
degradacidn del exportador de hierro FPN (Ganz & Nemeth, 2015). Sin embargo, también
existen sistemas regulatorios celulares que funcionan de manera independiente de la
regulacién sistémica. En este sentido, se ha descripto que la inflamacién puede afectar la
transcripcién de FPN (Yang et al., 2002). La inyeccion de lipopolisacéarido (LPS) en ratones o
ratas resulté en una disminucidn de la transcripcidon de FPN en el bazo y el intestino, siendo
esta regulacion independiente de citoquinas especificas (Ward & Kaplan, 2012). Ademas, un
estudio reciente demostré que la rdpida disminucidon de FPN inducida por inflamacién en los
sitios de reciclado del hierro, seria mediado por la estimulacién de los receptores Toll-like 2
y 6, siendo este mecanismo independiente de hepcidina (Guida et al., 2015).

Se sabe que la activacién transcripcional del gen de ferritina, asi como también la
activacidn de otros genes de proteinas antioxidantes, es regulada a través de elementos de
respuesta antioxidante (ARE, antioxidant responsive element) localizados en el ADN (Hayes
& Dinkova-Kostova, 2014). El factor nuclear eritroide-2 (Nrf2, nuclear factor erythroid 2-
related factor) es requerido para este control transcripcional de ferritina, mediante la unién
a los elementos ARE. Cuando los niveles de ROS aumentan, como en la inflamacion, el factor
Nrf2 se estabiliza y se transloca al nucleo, uniéndose a la secuencia ARE en el promotor del
gen de ferritina estimulando su transcripcién (Ray et al., 2012).

Respecto de la regulacion del importador DMT1 por inflamacién, se ha demostrado un
aumento de su expresidon en diversos tipos celulares como neuronas, astrocitos y células B
del pancreas (Hansen et al., 2012; Urrutia et al., 2013). Sin embargo, no han sido totalmente
esclarecidos los mecanismos moleculares responsables de esta regulacion. Se ha sugerido
que DMT1 podria ser regulado por el factor de transcripcidn NF-kB, dado que un estudio de
Paradkar & Roth (2006) se demostrd que este factor de transcripcion induce la expresién del

transportador en células de carcinoma embrionario P19. En adicidon, se describié que las
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citoquinas TNF-a y LPS inducen la activacién del factor de transcripcion NF-kB que se
transloca al nucleo regulando la expresidn de diversos genes (Hanke & Kielian, 2011; Wajant
& Scheurich, 2011). Por lo tanto, las citoquinas pro-inflamatorias podrian aumentar la
transcripciéon de DMT1 a través del factor NF-kB. Otra posible regulacion de DMT1 que ha
sido postulada en células neuronales, es la estimulacion post-transcripcional del
transportador por la activaciéon de IRP1 inducida por el aumento de ROS en inflamacidn

(Wang et al., 2013).

6. ACTUALIZACION DEL CICLO DEL HIERRO

Si bien los estudios del ciclo del hierro se han realizado principalmente en tejidos que
participan en la absorcién del hierro de la dieta, en su depdsito y en su liberacion como
duodeno, bazo e higado, los importantes avances en el metabolismo del hierro ampliaron el
interés por tejidos que no se han asociado a estos procesos, como el tejido pancreatico,
renal, pulmonar y nervioso (Ghio, 2009; Nuiez et al., 2012; Simcox & McClain, 2013;
Martines et al., 2013).

El pancreas endocrino es un érgano particularmente susceptible a alteraciones de la
homeostasis del hierro, debido a que expresa bajos niveles de las enzimas catalasa y
superoxido dismutasa que participan en la destruccién de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) protegiendo a las células del dafio oxidativo (Lenzen at al., 1996; Simcox & McClain,
2013). Por ello, es claro que la adecuada biodisponibilidad de hierro en el pancreas es
crucial para evitar la formacion de ROS que producen dafio celular (Emerilt et al., 2001). Se
demostré que la alteracion de la funcionalidad endocrina del pdancreas implicaria la
sobreproduccién de ROS tales como el anidn superéxido (0%), peroxido de hidrégeno
(H,0,), y radical hidroxilo (OH") (R6sen et al., 2001).

La alteracion en el estado de estrés oxidativo celular seria el mecanismo responsable del
daiio de las células B del pancreas productoras de insulina, que se observa en enfermedades
gue cursan con sobrecarga de hierro (Simcox & McClain, 2013). Si bien se ha identificado la
asociacion fisiopatolégica entre en el hierro y el pancreas endocrino, el hierro se acumula
primero en la zona exocrina del pancreas en pacientes con siderosis primaria o secundaria,

mientras que los depdsitos de hierro en las células beta son variables y aparecen en un
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estado mas avanzado de la enfermedad (Rahier et al., 1987). Los mecanismos moleculares
gue median este depdsito “celular-especifico” no han sido totalmente aclarados.

Se ha identificado la expresidn pancredtica de proteinas del ciclo del hierro que
participan en la movilizacién del hierro a través de las membranas celulares, tales como
DMT1 y ZIP14 (Koch et al.,, 2003; Nam et al., 2013). Ademas, las células endocrinas del
pancreas expresan hepcidina, reguladora central del ciclo del hierro, lo que evidencia la
relevancia regulatoria del ciclo del hierro en estas células (Kulaksiz et al., 2008). No obstante
estos avances, solo se han aclarado parcialmente las vias moleculares que participan en la
captacién y regulacion pancreatica del exceso de hierro que produce el dano celular.

Por otro lado, resultados previos de nuestro grupo han caracterizado la distribucion
tisular del pro-péptido de hepcidina y su regulacién en el tejido renal en un estado de alta
demanda de hierro, como la anemia hemolitica (Veuthey et al., 2008). Esta identificacidén ha
centrado nuestra atencion en el estudio del ciclo del hierro en el rifidn, para profundizar en
el conocimiento del metabolismo del hierro renal.

La relacién entre la enfermedad renal y el hierro se ha descripto en patologias renales
gue presentan aumento de los niveles de hierro de etiologia diversa (Shah et al., 2007). En la
bibliografia analizada se ha descripto que en pacientes con enfermedades renales, las
células tubulares renales pueden estar expuestas a altas concentraciones de hierro debido
al aumento de la filtracion glomerular de hierro y de proteinas que contienen hierro, como
la hemoglobina y la transferrina (Martines et al., 2013). Para explicar la sobrecarga de hierro
renal, se han realizado estudios sobre la regulacion renal de los transportadores FPN y
DMT1 en exceso de hierro en cultivos celulares y en modelos animales (Wareing et al., 2003;
Wolff et al., 2011). Sin embargo, estos autores no explican el depdsito renal de hierro,
debido a que observaron una menor importacién de hierro, como resultado de la
disminucion de DMT1, y una mayor exportacion, como consecuencia de la localizacién de
FPN en membrana celular (Wareing et al., 2003; Wolff et al., 2011).

En este contexto, las vias moleculares que median la sobrecarga de hierro en este érgano
no han sido aclaradas. Sin duda dilucidar la funcién regulatoria de hepcidina sobre el ciclo
del hierro renal aportard mayor claridad a los mecanismos funcionales que vinculan el hierro
con el rifidn. La mejor comprension de la accidn del hierro en la lesion renal y como blanco

terapéutico, requiere profundizar el conocimiento de las funciones de las proteinas que
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participan en la movilizacién del hierro y en su regulaciéon, incluyendo hepcidina, RTf1,
ferroportina, ZIP14 y DMT1.

En el pulmdn, la identificacidn de proteinas que participan en la absorcidn de hierro en el
duodeno, ha despertado el interés de estudiar el ciclo del hierro en este érgano (Turi et al.,
2004). Se ha descripto que elevados niveles de hierro tisular se asocian con un mayor riesgo
de lesién pulmonar (Ghio, 2009; Bailie et al., 2013).

Dada la asociacién descripta en la bibliografia entre el hierro y el pulmdn, algunos
estudios han evaluado la funcién pulmonar del importador DMT1 en la captacion de hierro
en sobrecarga, sugiriendo que DMT1 tiene la funcién de captar el exceso de hierro (Wang et
al., 2002; Ghio et al., 2003). Sin embargo, la accién pulmonar de DMT1 en estados de alta
demanda de hierro no ha sido determinada. A pesar de que se ha identificado la presencia
del ARNm del importador ZIP14 en el pulmén, el estudio de su funcién en el ciclo del hierro
pulmonar no ha sido abordado en profundidad (Wang C. Y. et al., 2012).

Otro relevante hallazgo en el pulmdn fue la identificacidon de la expresidon hepcidina en
macroéfagos alveolares aislados de ratén y en una linea celular bronquial (Nguyen et al,
2006; Frazier et al, 2011). Nguyen et al. (2006) documentaron la ausencia de regulacién de
hepcidina por hierro en macréfagos alveolares. Sin embargo, dado que Nemeth et al. (2003)
demostraron una regulacion diferencial de la sintesis de hepcidina en sistemas in vivo
respecto de la observada en estudios in vitro, es esencial analizar los cambios regulatorios
de la expresién de hepcidina pulmonar en modelos animales que presentan disfuncién de la
homeostasis del hierro.

De una revision bibliografica surge que el ciclo del hierro pulmonar no ha sido
completamente dilucidado. Por ello es importante estudiar en forma integrada el
comportamiento regulatorio entre hepcidina y las proteinas que movilizan hierro, como
FPN, DMT1 y ZIP14, asi como también, otras proteinas que intervienen en el balance del
hierro en tejidos especificos.

El tejido nervioso no ha sido clasicamente relacionado con la homeostasis del hierro. Sin
embargo, diversas proteinas que captan hierro (RTf1 y DMT1), que lo exportan (FPN) y que
lo regulan (IRP1) han sido identificadas en células neuronales, demostrando la relevancia del
ciclo del hierro en estas células (Moos, 1996; Moos et al. 2000; Zechel et al., 2006). Se ha
descripto que el hierro y ciertos procesos inflamatorios se asocian a enfermedades

neurodegenerativas como la Enfermedad de Parkinson, la Enfermedad de Alzheimer, la
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Enfermedad de Huntington, entre otras (Sian-Hilsmann et al., 2011; Urrutia et al., 2014).
Dado que el exceso de hierro es un fuerte promotor de estrés oxidativo, es de relevancia
clinica investigar con mds detalle la funcidn potencial de la inflamacién en la desregulacion
de la homeostasis del hierro en neuronas.

Recientemente se demostrd que las citoquinas pro-inflamatorias inducen la expresion
diferencial de los transportadores de hierro FPN y DMT1, produciendo acumulaciéon de
hierro en las neuronas (Urrutia et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos regulatorios
responsables de los cambios en los transportadores de hierro en neuronas no han sido
totalmente aclarados.

El estudio de la regulacién de los transportadores de hierro en células neuronales sera
relevante en la inflamacion dado que la respuesta podria ser capaz de aumentar el hierro,
agente etioldgico que posiblemente desencadenaria los procesos neurodegenerativos.

Finalmente, luego de una intensa busqueda bibliografica surge que el estudio de la
homeostasis del hierro se ha focalizado en comprender el ciclo del hierro en tejidos
relacionados con patologias humanas estrechamente vinculadas a la dishomeostasis del
biometal. Sin embargo, no se han llevado a cabo analisis que realicen un estudio integrativo
de las vias de importacidn, exportacion y regulacién del biometal, que permitan comprender
la regulacién del ciclo del hierro en estos tejidos en estados de balance y desbalance el
hierro.

El empleo de modelos animales con induccion de situaciones fisiopatoldgicas
relacionados con la dishomeostasis del hierro, facilita el estudio de la regulacién de
proteinas del ciclo del hierro y permite profundizar las bases moleculares de los mecanismos
involucrados. El ratén es el modelo animal de eleccion para los estudios sobre el
metabolismo del hierro sistémico y tisular debido a que esta especie posee, al igual que los
humanos, una compleja red de proteinas que regulan la captacién y distribucion del hierro
en el organismo (Ganz & Nemeth, 2006; Lopes et al., 2010).

A partir de lo expuesto, surge que si bien se produjeron avances en el estudio de las
proteinas del metabolismo del hierro, quedan por esclarecer aspectos funcionales y
regulatorios de los procesos que movilizan el hierro en los tejidos pancreatico, renal,
pulmonar, nervioso, duodenal y hepdtico en situaciones fisioldgicas y fisiopatolégicas
relacionadas con el desbalance del ciclo de hierro. En este sentido, el enfoque de este

trabajo de tesis contribuira al conocimiento de la expresidon de proteinas claves de la ruta
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del hierro como hepcidina, FPN, DMT1, ZIP14, RTfl, HFE vy ferritina, en tejidos
tradicionalmente asociados al ciclo del hierro, como asi también en tejidos cuya asociacion
con el ciclo del hierro ha sido recientemente descripta. De esta forma se avanzara en el
conocimiento sobre la regulacion del ciclo del hierro en situaciones fisiopatolégicas andlogas
a las observadas en humanos, intentado dilucidar las relaciones funcionales y regulatorias

de las proteinas del hierro.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.1. Cepas de ratones

En el presente trabajo de tesis se utilizaron ratones hembras adultas cepa CF1 de tres
semanas de edad (25 + 5 g de peso corporal). Esta cepa posee variabilidad genética
conservada y estabilidad fenotipica (Oyarzabal, 2011) .

Los ratones fueron obtenidos, criados y mantenidos en el Bioterio de la Universidad

Nacional del Sur.

1.2. Aprobacién Etica

Antes de iniciar cada estudio, los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion de la Universidad
Nacional del Sur (Resolucién CDBBF 791/14: nimeros de protocolos 026/2014 y 027/2014).
Los procedimientos seguidos se realizaron de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio del NIH (Committee on Care and Use of Laboratory Animals, 1996).
1.3. Dietas y condiciones ambientales

Los ratones CF1l fueron alimentados “ad libitum” con una dieta estandar de
mantenimiento y calidad certificada (Ganave ratas y ratones, Alimentos Pilar SA, Argentina).
Esta dieta contiene cantidades normales de hierro, 270 ppm.

Los animales se mantuvieron en una habitacidon con temperatura controlada de 21 + 2 °C
(Banda de temperatura éptima para raton: 19-23°C) y bajo una humedad relativa de 55 + 10
% (Bligh, 1973). Los animales se alojaron en habitaciones con un ciclo artificial de 12 horas
de iluminacién y 12 horas de oscuridad, siempre en el mismo horario (Hastings, 1976). Se
colocaron en jaulas de plastico de policarbonato, claro y autoclavable, con piso y paredes
solidas. Para que los ratones se adapten al entorno, diez dias antes del inicio de cada
experimento, los animales fueron colocados en jaulas (6 ratones por jaula), siguiendo la
Guia para el cuidado de animales de laboratorio y su uso para propdsitos cientificos |.

Vivienda y Cuidado (UFAW ROYAL SOCIETY, 1987).
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1.4. Método de extraccion sanguinea

Los factores que deben tenerse en cuenta para la recoleccién sanguinea son: anestésico a
utilizar y método de obtencién de la muestra. Para la obtencion de muestras sanguineas fue
utilizada la extraccién del plexo submandibular, y para la induccién de deficiencia de hierro
por hemorragia crénica, se empled el método de extraccidn sanguinea del seno reto-orbital

bajo anestesia.
1.4.1. Anestesia

Se utilizé la via inhalatoria. El anestésico volatil elegido fue el isoflurano que induce
cortos periodos de anestesia en forma rdpida y produce relajacién muscular debido a su
efecto depresor sobre el sistema nervioso central. Induccién: Se coloca el animal en la

camara de induccion anestésica regulando el vaporizador a 4-5% de isoflurano.
1.4.2. Extraccion del plexo submandibular

El ratdn se sujeta firmemente de manera que su cabeza quede alineada con el cuerpo, y
se comprime ligeramente los vasos del cuello del lado opuesto al que se va a realizar la
puncidn. Posteriormente se localiza el sitio de puncién, el cual es una pequeiia zona circular
desprovista de pelo situada centralmente en la mandibula inferior. La puncién se realiza
inclinando dorsalmente 1-2 mm la aguja de 21 G, siendo la profundidad éptima de puncién
de 2-3 mm. Luego, se recoge la gota de sangre en un eppendorf con anticoagulante. Al

finalizar la extraccién y soltar el ratdn, el sangrado se detendrd automaticamente (Golde et

FE T r _J
- 4 , /’
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al., 2005).

‘A ) «4/’ .
Figura 7. Localizacion del plexo submandibular
(Golde et al., 2005).
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1.4.3. Extraccion del seno retro-orbital

A causa de los volumenes de extraccidon requeridos para lograr la induccidn de anemia y
deplecionar de hierro los depdsitos tisulares, debimos utilizar el método de extraccién
sanguinea del seno retro-orbital para realizar la flebotomia, al igual que diversos autores
(Brain et al., 2006; Lasocki et al., 2008; Krijt et al., 2010; Chiabrando et al., 2013; Casanovas
et al., 2013; Kuzmac et al., 2014, Yien et al., 2015).

Una vez anestesiado el ratdn, se sujeta al animal y estirando la piel del cuello hacia atras,
asegurandose de no dificultar su respiracién (Hoff, 2000). Posteriormente se inserta un
capilar heparinizado en el dngulo externo del ojo, girando suavemente hasta que la sangre
comienza a fluir en el interior del capilar. Al finalizar la extraccién, es fundamental oprimir
ligeramente la zona con algoddn seco para realizar la hemostasia. Es imperioso comprobar

qgue la recuperacién del ratén de la anestesia se produjo adecuadamente.

1.5. Diseccion de tejidos

1.5.1. Eutanasia y necropsia

La eutanasia fue realizada por el método de dislocacidn cervical. Para realizar esta técnica
se presiona una varilla junto a la base del craneo y se tira rapidamente de la base de la colg;
esto produce la separacién entre las vértebras cervicales y el craneo produciendo la muerte
de animal.

Es de suma importancia verificar posteriormente que se ha producido la muerte del
ratén. Para ello, se deben evaluar los siguientes signos: ausencia de ventilacién pulmonary
latido cardiaco, ausencia de reflejos, midriasis, cianosis de las mucosas y pérdida del control
de esfinteres.

Para realizar la necropsia, el ratén es colocado en posicidon decubito dorsal sobre una
plancha de telgopor, sujetandolo a la misma por sus extremidades. La zona donde se
realizara la incisién debe ser decontaminada con abundante alcohol. Luego, se realiza una
incision en la piel efectuando un corte en la regién abdominal que se extiende hasta el
mentdn. Posteriormente, se realiza un segundo corte desde donde comenzamos el primero

hacia las extremidades inferiores del animal, formando como una Y invertida. Con la cavidad
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abierta, se extraen los drganos de estudio: higado, bazo, duodeno, rifidn, pulmén vy
pancreas.

Las piezas anatdmicas obtenidas mediante esta técnica que son procesadas para
inmunohistoquimica, se fijan durante 24 horas con Formaldehido. Para estudios de western

blot las piezas de tejido se freezan a -80°C hasta su posterior analisis.
1.6. Via de administracion de sustancias

La via de administracion intraperitoneal fue utilizada en nuestros experimentos. Para el
procedimiento experimental, se toma al ratén por el lomo y se invierte su posicién de
manera que el vientre quede expuesto. Posteriormente, se inclina caudalmente al animal y
se traza imaginariamente una linea que cruce su abdomen transversalmente. Luego de
limpiar la zona con alcohol 70%, se inserta una aguja (en un angulo de unos 452 aprox.) lo
mas cerca posible a la linea que divide al abdomen longitudinalmente. El calibre de la aguja
utilizada fue el recomendado, 27 G. Primero se ingresa por el subcutdneo y luego a la
cavidad abdominal inclinando la aguja aproximadamente en un angulo de 90°.
Posteriormente, se retrae el émbolo para asegurarse de no haber ingresado en ningun vaso
y luego, si ningun fluido es aspirado, se inyecta la solucion o droga. Al terminar, se retira la

aguja lentamente para no lesionar los 6rganos internos.

2. MODELOS IN VIVO

2.1. Modelo de Sobrecarga de Hierro. En el grupo sobrecarga de hierro, los

ratones recibieron inyecciones intraperitoneales de 500 ul de Hierro-Sacarato (Laboratorio
Rivero) en los dias 0, 5, 10 y 15 (dosis total 1,3 g/kg). En el grupo adecuado hierro (control),
los ratones recibieron inyecciones intraperitoneales de 500 pl de solucion fisiolégica (0.9%
NaCl) en los dias 0, 5, 10 y 15. El dia 20 se realizo la extraccion de sangre para determinar los
pardmetros hematoldgicos y la ferremia vy, luego, se sacrificaron los animales y se
obtuvieron los tejidos para cuantificar el hierro tisular vy realizar técnicas

inmunohistoquimicas y de Western blot.
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2.2. Modelo de Deficiencia de hierro. en el grupo deficiencia de hierro,

aproximadamente 500 pL de sangre fueron extraidos con capilares heparinizados cada 5
dias durante 25 dias mediante extraccidn sanguinea del seno retro-orbital bajo anestesia. En
el grupo control, los ratones fueron anestesiados y manipulados cada 5 dias durante 25 dias
sin realizar extraccion sanguinea (operacion simulada). El dia 30 se realizd la extracciéon de
sangre para determinar los pardmetros hematoldgicos y la ferremia y, luego, se sacrificaron
los animales y se obtuvieron los tejidos para cuantificar el hierro tisular y realizar técnicas

inmunohistoquimicas y de Western blot.

3. MODELOS IN VITRO

3.1. Células SH-SY5Y

En el presente trabajo de tesis se utilizaron células de neuroblastoma SH-SY5Y (CRL-2266;

American Type Culture Collection, Rockville, MD).

3.2. Células SH-SY5Y knockdown para IRP1 (Clon 9)

Se obtuvo shRNA contra IRP1 humano (hIRP1) (nombre del gen: AGO1) utilizando “The
RNAi Consortium (TRC)” de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO). El constructo
TRCNOO00056554, cuya secuencia blanco es 5 GCAGGATTGTTAGCAAAGAAA3’ fue insertado
en un vector puro pLKO.1 (Mission®, Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Antes de iniciar la transfeccion, el vector fue linealizado usando la enzima de
restriccion Scal (New England Biolabs). Las células SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) fueron
transfectadas con el vector linealizado usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD). Los transfectantes estables fueron seleccionados en presencia de 1
ug/ml de puromicina. Células transfectadas con el vector sin shRNA contra IRP1 humano son

utilizadas como controles (Células Puras).
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3.3. Condiciones de cultivo

Las células SH-SY5Y y los clones SH-SY5Y knockdown para IRP1, se cultivan a 37 °C en 5%
CO;, en medio MEM-F-12 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, aminoacidos no
esenciales, mezcla de antibidtico-antimicdtico y 20 mM de tampdn HEPES. La concentracion
total de hierro en este medio de cultivo fue 7,02 uM determinado por espectrometria de
absorcion atémica. Los clones SH-SY5Y knockdown para IRP1 y los controles de transfeccion

se cultivaron también con 1 pg/ml de puromicina.

En todos los casos, el medio fue cambiado dia por medio.

3.4. Protocolos experimentales

3.4.1. Tratamientos de células SH-SY5Y con estimulos inflamatorios y con N-

acetilcisteina

Las células SH-SY5Y se incuban durante 30 minutos en presencia o ausencia del
antioxidante N-acetilcisteina (2mM). Luego las células se tratan durante 18 h con: 50 ng/mL
Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) (R&D Systems, Minneapo- lis, MN, USA), 50 ng/mL
Interleuquina 6 (IL-6) (R&D Systems), 1 ug/mL de Lipopolisacarido de Escherichia coli 026:B6
1 (LPS) (Sigma-Aldrich: St. Louis, MO, USA) o solucidn salina.

Las condiciones experimentales fueron: 1) Control: incubacion con solucidn salina; 2)
TNF-a: incubacion con TNF-a; 3) IL-6: incubacidn con IL-6; 4) LPS: incubacién con LPS; 5)
NAC: incubacién con NAC; 2) NAC + TNF-a: incubacidon con NAC y TNF-a; 3) NAC + IL-6:
incubacion con NAC e IL-6; 4) NAC + LPS: incubacion con NACy LPS.

3.4.2. Tratamientos de células SH-SY5Y knockdown para IRP1 con estimulos
inflamatorios

Células SH-SY5Y knockdown para IRP1 (Clon 9, C9) y células transfectadas con el vector
puro (Puras, P) se tratan durante 18 h con: 50 ng/mL TNF- a (R&D Systems, Minneapo- lis,

MN, USA), 50 ng/mL IL-6 (R&D Systems), 1 ug/mL LPS de Escherichia coli 026:B6 1 (Sigma-

Aldrich: St. Louis, MO, USA), o solucién salina.

Las condiciones experimentales fueron: 1) SH-SY5Y knockdown para IRP1 (Clon 9, C9): a)

Clon 9 TNF-a: incubacion de las células knockdown para IRP1 con TNF-a; b) Clon 9 IL-6:
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incubacion de las células knockdown para IRP1 con IL-6; c) Clon 9 LPS: incubaciéon de las
células knockdown para IRP1 con LPS d) Clon 9 Control: incubacion de las células knockdown
para IRP1 con solucidn salina. 2) SH-SY5Y transfectadas con el vector puro (Puras, P): a)
Puras TNF-a: incubacién de las células transfectadas con el vector puro con TNF-a; b) Puras
IL-6: incubacion de las células transfectadas con el vector puro con IL-6; c) Puras LPS:
incubacion de las células transfectadas con el vector puro con LPS; d) Células Puras Control:

incubacién de las células transfectadas con el vector puro con solucién salina.

4. PARAMETROS HEMATOLOGICOS Y BIOQUIMICOS

4.1. Hematocrito

El hematocrito (HCT) se define como la relacién entre el volumen de eritrocitos y el
volumen de sangre total. Se expresa como un porcentaje o como una fraccion decimal. La
técnica utilizada en nuestras experiencias permitié valorar el HCT de forma directa.

Para el procedimiento experimental se utilizan tubos capilares heparinizados (micro-
hematocritos) que se cargan por capilaridad hasta las % partes de su longitud. Luego se
obtura uno de los extremos con plastilina y se centrifuga a alta velocidad durante 5 minutos
en microcentrifuga. Utilizando un abaco se mide la longitud total de la columna (glébulos
rojos y plasma) y la longitud de la columna de glébulos rojos, expresando el resultado en %.

Intervalo de referencia en ratén: 42-50 %.
4.2. Hemoglobina

La concentracién de hemoglobina (Hb) se mide en muestras de sangre entera empleando
el método de la cianometahemoglobina. Este método consiste en determinar el contenido
de Hb en una muestra sanguinea luego de la lisis de las células. Posteriormente, la Hb
liberada se oxida a metahemoglobina por accién del ferrocianuro. La metahemoglobina en
presencia de iones cianuro a pH 7,2 se convierte en cianometahemoglobina, compuesto
estable durante 24 hs que se mide a 540 nm.

Para la determinacién de Hb se toma una alicuota de sangre entera y se contacta con el
reactivo de Drabkin que contiene detergente, ferrocianuro de potasio y cianuro de potasio

(WM Argentina). Luego de mezclar por inversion e incubar durante 5 minutos, se lee la
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absorbancia en fotocolorimetro a una longitud de onda de 540 nm. Para calcular la
concentracion de Hb se tiene en cuenta la absorbancia obtenida de un testigo de Hb
provisto por el Kit cuya concentracion es conocida (WM Argentina). Intervalo de referencia

en ratén: 13,0 — 15,0 g/dL.
4.3. Reticulocitos

El recuento de reticulocitos se lleva a cabo sobre extendidos sanguineos teiidos con azul
brillante de cresilo, colorante supravital. Este colorante precipita el ARN polirribosomal
presente en el citoplasma de los eritrocitos inmaduros, reticulocitos. Mientras que los
eritrocitos adquieren una coloracidon verdosa, los restos de ARN presentes en los
reticulocitos se observan como un precipitado azul reticular. Pueden observarse diferentes
grados de abundancia y tamafo del precipitado dependiendo del grado de maduracién del
reticulocito.

Para realizar la coloracidn se mezclan partes iguales de sangre entera y de colorante azul
brillante de cresilo. Luego de una incubacién de 30 minutos, se realizan los extendidos sobre
portaobjetos. El recuento de reticulocitos se realiza con microscopio éptico con objetivo 100
X en campos elegidos al azar. Se debe contar la cantidad de reticulocitos sobre 1000

eritrocitos totales y se expresa el resultado en %. Intervalo de referencia en ratén: 0-4%.

5. DETERMINACION DEL ESTADO DEL HIERRO

5.1. Hierro plasmatico

En la técnica fotométrica para la determinacién de hierro en plasma, primero se libera el
hierro del complejo hierro-transferrina en medio acido y, luego, se reduce el Fe** a Fe? con
acido ascorbico. Seguidamente, el Fe®" reacciona con el reactivo de color, ferene, dando un
complejo azul que se mide a 600 nm (Fer-color, Wiener Lab). La absorbancia obtenida es
directamente proporcional a la concentracién de hierro.

Como muestra bioldgica fue utilizado plasma de ratén obtenido de sangre anticoagulada

con heparina.
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5.2. Hierro tisular

5.2.1. Evaluacion cuantitativa

Para realizar la cuantificacién de la concentracién de hierro hepatico, en primer lugar se
debe lavar el tejido con solucién fisiolégica para eliminar el contenido de sangre que
contiene el tejido y evitar la sobreestimacién del contenido de hierro a causa de la medicidn
del hierro tisular sumado al hierro de los eritrocitos presentes en la sangre que contiene el
organo (Beilby et al., 1999). Para ello, se sacrifica al animal, se expone la cavidad peritoneal
y se introduce una canula en un vaso sanguineo de gran calibre que se dirige hacia el higado.
Luego de cortar la arteria esplénica, se permite el paso de una cantidad suficiente de
solucion fisiolégica hasta que el higado tome una tonalidad marrén clara y se extrae una
pieza para la cuantificacion de hierro. Posteriormente, se extraen los siguientes tejidos para
realizar la cuantificacion: bazo, pulmdn, rifidn y pancreas. Las piezas de tejido se freezan a -
20°C hasta su andlisis.

Para la cuantificacién de hierro tisular, un segmento de los érganos higado, rifidn,
pulmén, bazo y pancreas se secan en estufa durante 8 horas. Luego, se realiza una digestion
acida del tejido con Acido Nitrico 35% a 70°C. Posteriormente, se realiza la determinacién
colorimétricamente adaptando el kit comercial para la determinacién de hierro plasmatico a
la determinacion de hierro tisular. El método consiste en la liberacién del Fe** en medio
acido. Una vez liberado, se reduce a Fe* en presencia de un reductor, el acido ascérbico.
Seguidamente reacciona con el reactivo de color, ferene, dando un complejo color azul que
se mide a 600 nm (Fer-color, Wiener lab).

Luego de corregir las lecturas con sus blancos correspondientes, se calcula la

concentracion de hierro en las muestras de tejido.

5.2.2. Evaluacion cualitativa

La hemosiderina es un pigmento de color amarillo pardo derivado de la ferritina. Dicho
pigmento, contiene hierro en forma de hidroxido férrico y aparece como acumulos o
granulaciones generalmente situadas en el interior de macréfagos (Garcia del Moral, 1993).
La hemosiderina puede colorearse mediante la técnica del azul de Perl’s por contener Fe*'

libre (Perls, 1867). La tincion de Perl’s se basa en la propiedad que tiene el ferrocianuro de
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potasio de transformarse, en presencia de Fe3+, en ferrocianuro férrico o azul de Prusia, de
color azul, empleando acido clorhidrico como desencadenante de la reaccidn. Esta técnica
histoquimica permite detectar el hierro no unido a proteinas.

El procedimiento experimental consiste en desparafinar con xilol los cortes de tejido de 5
um incluidos en parafina y rehidratarlos empleando una bateria de alcoholes de graduacién
decreciente (100°, 96°, 70°, 50°) hasta llegar al agua destilada. Para la deteccion del hierro
en forma de hemosiderina los cortes se incuban con ferrocianuro de potasio 10% durante 4
minutos y luego con la solucién de trabajo: ferrocianuro de potasio 10% y HCl 2% (1:1).
Finalmente, los cortes se contrastan con Rojo Nuclear (1%) y se deshidratan empleando una
bateria de alcoholes de graduacion creciente (50°, 96°, 100°) hasta llegar al xilol. Los cortes
teflidos se montan utilizando Balsamo de Canada. El hierro en forma de hemosiderina se

visualiza de color azul y los nucleos presentan coloracién rosa.

6. ESTUDIOS MORFOLOGICOS EN TEJIDOS

6.1. Caracterizacion e identificacion de los segmentos del tubulo

o~ 7

proximal en el rindn

El tejido cortical renal contiene numerosas estructuras tubulares. En los estudios
inmunohistoquimicos realizados en rifidn se establece un criterio para la caracterizacién e
identificacién de los diferentes segmentos del tubulo proximal, debido a que las proteinas
evaluadas presentan alta expresion en esta porcion de la nefrona. En primer lugar, se tuvo
en cuenta que los tubulos proximales son muy abundantes en la corteza renal y que poseen
epitelio cubico con un lumen angosto.

Luego de la identificacién de los tibulos proximales, los diferentes segmentos de estos
tubulos se caracterizan e identifican empleando un criterio de clasificacién que se basa en la
localizacion diferencial y en las caracteristicas estructurales especificas que posee cada
segmento (Wolff et al., 2011):

- Los segmentos S1 y S2 se encuentran principalmente en la corteza, cercanos a los

glomérulos;
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- Los segmentos S3 se encuentran en el limite de la corteza, muy cercanos a la regién
externa de la médula externa;

- El lumen de los segmentos S1y S3 es mas angosto que el de los segmentos S2.

7. ANTICUERPOS

7.1. Anticuerpos primarios

Anticuerpo | Caracteristicas | Dilucion | Dilucion Tiempo de Proveedor
IHQ wB incubacion

Conejo anti- 1/250 1/500 1 hora Cedido por Canonne

Tambeme e (noe
Conejo anti- 1/200 1/1000 Overnigth Cedido por Knutson
ratén 2°C (Knutson et al., 2005)
Conejo anti- 10pg/ml  4pg/ml Overnigth Cedido por Cousins J
ratén 2°C (Liuzzi et al., 2005)
Conejo anti- 1/100 1/200 Overnigth Santa Cruz
i 4°C Biotechnology
Conejo anti- 1/100 1/3000 Overnigth Cedido por Fleming R
raton 4°c (Parkkila et al., 1997)
Prohepcidina Conejo anti- 1/500 Overnigth Cedido por Ganz T
humano 2°C (Valore & Ganz, 2008)

Ferritina Conejo anti- 1/500 Overnigth Cedido por
ratén o Santambrogio P
4°C ]
(Santambrogio et al.,
2000)
Actina Cabra anti- 1/5000 1 hora Santa Cruz
ratén T ambiente Biotechnology
GAPDH Conejo anti- 1/1000 1 hora Cell Signaling
raton T ambiente Technology

Tabla 1. Anticuerpos primarios: diluciones y tiempos de incubacién.
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7.2. Anticuerpos secundarios

Dilucion IHQ Tiempo de incubacion Proveedor
WB

1/100 1/2000 1 hora Alpha Diagnostic
T ambiente
- 1/5000 1 hora Santa Cruz
T ambiente Biotechnology

Tabla 2. Anticuerpos secundarios: diluciones y tiempos de incubacién.

8. INMUNOHISTOQUIMICA

8.1. Fundamento

Los métodos inmunohistoquimicos utilizan como principio la especificidad de las
reacciones antigeno-anticuerpo, que se ponen en evidencia empleando diferentes métodos
(Boenisch, 2002). Para visualizar el sitio de union antigeno-anticuerpo es preciso emplear un
trazador. Las técnicas inmunohistoquimicas utilizadas en nuestras experiencias, son técnicas
de inmunolocalizacidn que utilizan una enzima como trazador del marcaje. Por este motivo,
el lugar de la reaccidon antigeno-anticuerpo se visualiza anadiendo el sustrato de la enzima
junto con un cromégeno. El producto originado, por acciéon de la enzima sobre el sustrato,
interacciona con el cromdgeno y da lugar a un compuesto coloreado. En nuestro caso
utilizamos la enzima peroxidasa como trazador. Las técnicas de inmunoperoxidasa tienen en
comun la utilizacion de la enzima peroxidasa acoplada a un anticuerpo, ya sea el primario o
el secundario (Boenisch, 2002).

En nuestros estudios utilizamos el método directo de deteccidn, que se basa en la union
de un anticuerpo primario con el antigeno de interés en el tejido y la posterior deteccion,
utilizando un anticuerpo secundario marcado con enzima peroxidasa dirigido contra el
anticuerpo primario. La localizacién del antigeno de interés se revela mediante el agregado

de la solucidn sustrato de la enzima y de su cromdégeno.
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8.2. Procedimiento experimental

8.2.1. Procesamiento de tejidos

8.2.1.1. Fijacidn: Para la fijacién de tejidos fue utilizado formol buffereado debido a su
rapida penetracién, bajo costo, facil preparacién y por la adecuada conservacion de
estructuras tisulares e intracitoplasmaticas. El formaldehido reacciona principalmente con
aminodcidos basicos para formar uniones cruzadas de puentes de metileno. En esta fijacién
se rompen los enlaces débiles, se forman enlaces covalentes y se remueven dtomos de
hidrégeno que son reemplazados por el mismo fijador. El fijador contiene formalina
(formaldehido al 37-40% p/v) y un sistema buffer que permite mantener el pH de la
solucion. Esta solucion es estable durante muchos meses a temperatura ambiente.
Pequenos bloques de tejido, de 10x10x3mm aproximadamente, fueron fijados durante 24
horas para inmunohistoquimica y se utilizaron 15 a 20 volimenes de fijador por cada
volumen del bloque tisular. Para preparar 1 litro de formol-buffer 10% se utilizé: fosfato

sédico monobasico (4 g/L), fosfato sdédico dibasico (6,5 g/L) y formol (100 mL/L).

8.2.1.2. Inclusién y cortes del material en micrétomo: Luego de la fijacion del material en
formol buffereado, se procede a la inclusidn en un material para poder realizar cortes
histoldgicos. El fijador es acuoso e impide la penetracién de la parafina. Por ello, es
necesario realizar una deshidratacion del tejido para poder incluirlo en parafina. Esto se
realiza sumergiendo las piezas en liquidos anhidros de graduacion creciente (50°, 96°, 100°)
y, luego, se sumergen en tolueno durante 1 hora. Por ultimo los tejidos son incluidos en
parafina durante 2 horas y posteriormente se realiza el entacado del material tisular en
cassettes histoldgicos. Utilizando un micréotomo tipo Minot (Leica) se realizaron cortes de 5

pum de espesor.
8.2.2. Inmunodeteccion

El procedimiento experimental consiste en desparafinar con xilol los cortes de tejidos
incluidos en parafina e hidratarlos utilizando alcoholes en graduacién decreciente (100°, 96°,
70°, 50°) hasta llegar al lavado con buffer PBS, pH: 7.0-7.2 (en g/L: NaCl 7; KCl 0,2; KH2PO4
0,43; Na2HPOA4 1,48).

En todos los casos, debido a que algunos tejidos contienen peroxidasa endodgena, es

necesario realizar un pre-tratamiento con solucidn saturada de perdxido de hidrégeno que
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inactiva a la peroxidasa enddégena en forma irreversible, evitando la aparicién de falsos
positivos. Luego del bloqueo de la peroxidasa endégena con H,0, al 3 %, se realiza un
lavado con buffer PBS. Para ZIP14, se realiza recuperacion de epitopes con buffer citrato de
sodio pH 6.0- 0,05% Tween 20 a 95-100°C durante 10-20 minutos. Posteriormente, los
cortes se bloquean con BSA 1% (albumina sérica bovina) y se incuba con el anticuerpo
primario. Este tiempo de incubaciéon depende del anticuerpo utilizado. Luego de lavar con
buffer PBS, los cortes se incuban con el anticuerpo secundario correspondiente.

El revelado se realiza observando al microscopio y agregando 50 uL del revelador
preparado en buffer que contiene el sustrato H,0, y el cromégeno DAB
(3,3’diaminobenzidina), preparado siguiendo las instrucciones del kit (Cell Marque). Se
mantiene en contacto con el revelador hasta que la intensidad de color sea la adecuada;
este tiempo de revelado depende tanto del anticuerpo utilizado como del tejido (Tabla 3).
Por ultimo, los cortes son contrastados con hematoxilina y deshidratados mediante una
bateria de alcoholes de graduacién creciente (50°, 96°, 100°) hasta llegar al xilol. Por ultimo,
los cortes son montados empleando balsamo de Canada.

Para el procesamiento de los controles negativos se reemplaza en anticuerpo primario
por buffer PBS. En nuestras experiencias, la inmunomarcacion fue analizada utilizando un
microscopio BX51 (Olympus, Tokio, Japdn) equipado con objetivos secos (x10, x20, x40) y un
objetivo de inmersidn en aceite (x100). Las imdagenes se adquirieron utilizando una camara

Olympus C7070 acoplada al microscopio dptico.

- DMT1 | zIP14 | RTf1 Prohepcidina
45~

Duodeno

lf-lefolM 1° 30 2 2

X 3 230" 3 2 3
Pancreas 3’ 2’ 3’
2’ 2307 3’ 130" 2’

Tabla 3. Tiempos de revelado segun el tejido y el anticuerpo
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9. TECNICA DE DOBLE TINCION

9.1. Fundamento

En los tejidos que presentan elevados depdsitos de hemosiderina, la identificaciéon de
proteinas por inmunohistoquimica por la técnica de la inmunoperoxidasa es compleja, ya
gue la inmunomarcacion adquiere una coloracion similar a la hemosiderina. Por ello, en
nuestro laboratorio se desarrolld6 una técnica de doble tincién, para identificar
simultdneamente la presencia de hemosiderina y de proteinas por inmunohistoquimica. En
este método, se combinaron las técnicas de inmunoperoxidasa-DAB y la de azul de Prusia
para depdsitos férricos (Tincién de Perl’s; Perls, 1867). Esta técnica de doble marcacién nos
permite diferenciar la presencia de hemosiderina (azul) de la inmunomarcacién proteica

(marrdén). Los tejidos son contrastados con rojo nuclear.
9.2. Procedimiento experimental

Para la técnica de doble marcacidn se siguid el siguiente protocolo:
e Desparafinizacidn de cortes con Xilol.

e Hidrataciéon en alcoholes de graduacion decreciente (100°, 96°, 70°, 50°) hasta llegar

al lavado con buffer PBS (pH=7,2).

e Inactivacién de la peroxidasa enddgena con H,0, al 3% y lavado con buffer PBS

(pH=7,2).

e Recuperacién de epitopes para la deteccidn de ZIP14 con buffer citrato de sodio pH

6.0- 0,05% Tween20 a 95-100°C durante 10-20 minutos.
e Lavado con buffer PBS (pH=7,2) y bloqueo con BSA 1%.
e Incubacién con Anticuerpo Primario y lavado con buffer PBS (pH=7,2).

e Incubacién con Anticuerpo Secundario y lavado con buffer PBS (pH=7,2) durante una

hora.
e Incubacién con Ferrocianuro de potasio 10%.

e Incubacién con solucién 1:1 de Ferrocianuro de potasio 10% y Acido clorhidrico 2%.
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e Lavado con agua destilada e incubacion con rojo nuclear durante 45 segundos.
e Deshidratacién en alcoholes de graduacién creciente (50°, 96°, 100°).

e Aclaracion con xilol y montaje con Balsamo de Canada.

10. WESTERN BLOT

10.1. Fundamento

El método de Western blot es una técnica empleada para detectar proteinas especificas
en una muestra que contiene una compleja mezcla de proteinas, como los homogenados
tisulares o celulares (De La Fuente Gonzalez et al., 2007). Dichas proteinas se separan
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en funcidn de uno o varios
(electroforesis bidimensionales) de los siguientes criterios: punto isoeléctrico, peso
molecular y carga eléctrica.

La técnica de SDS-PAGE, utiliza agentes desnaturalizantes que provocan la pérdida de las
estructuras secundaria y terciaria de las proteinas y las recubren con cargas negativas. De
este modo, la estructura tridimensional de las proteinas no influye en la electroforesis, y
pueden separarse en funcién de su peso molecular. Luego de transferir las proteinas
separadas desde el gel a una membrana adsorbente, se realiza la inmunodeteccién
empleando un anticuerpo primario especifico y un anticuerpo secundario marcado con un
trazador (De La Fuente Gonzdlez et al., 2007). En nuestras experiencias, utilizamos la enzima
peroxidasa como trazador del marcaje, visualizando la unién antigeno-anticuerpo mediante
el empleo de un sustrato quimioluminiscente altamente sensible que permite la deteccion

del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa.

10.2. Procedimiento experimental

10.2.1. Preparacion de homogenados

10.2.1.1. Homogenados tisulares: Para la obtencién de homogenados de tejidos, se extrae
una pequefia pieza tisular que se freeza a -80°C hasta su analisis. Posteriormente, las
muestras congeladas a -80°C, se descongelan para realizar la homogenizacién, agregando

0,5 ml de buffer lisis con la siguiente composicion por muestra: 50 mM Tris-HCI; 150 mM
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NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tween 20; 1% Triton X100 e inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA).

La homogenizacidon se realiza con ultraturrax, a maxima velocidad durante unos
segundos, manteniendo el tejido a 4°C. Posteriormente, se agregan 0,5 mL de buffer lisis
con inhibidores y los homogenados se centrifugan a 13.000 g durante 15 minutos a 4°C.
Luego se toma el sobrenadante y se freezan a -80°C hasta su posterior analisis.
10.2.1.2 Homogenados celulares: Para la obtencién de homogenados de células para
Western blot, se elimina el medio de las placas de cultivo y se lavan 2 veces con buffer PBS
frio. Luego de retirar completamente el PBS, se agrega 100 pul de buffer lisis compuesto por:
20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1%
desoxicolato de sodio, e inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se
recolectan las células con scrapper, se incuba durante 15 minutos en hielo y se centrifuga a
12000 g durante 15 minutos. Luego, se toma el sobrenadante y se freezan a -80°C hasta su

posterior analisis.
10.2.2. Cuantificacion de proteinas

10.2.2.1. Acido bicinconinico: La concentracién de proteinas de los homogenados celulares
fue realizada mediante el ensayo de proteinas con acido bicinconinico (BCA). La reaccion
esta basada en la reduccién del Cobre** a Cobre'* en presencia de proteinas en medio con
pH alcalino, y la posterior deteccion colorimétrica del catidon cuproso utilizando BCA como
solucién de trabajo. La sal sédica BCA, es un compuesto que forma un complejo purpura
intenso con iones Cu™* en medio alcalino (Thermo Scientic-Pierce).

Para el desarrollo de la reacciéon se incuba durante 30 minutos a 37°C. La absorbancia se
mide a 562 nm. La cantidad de Cu®" reducida es proporcional a las proteinas totales y se
determina en funcién de una curva estandar de concentracidn creciente de proteinas
realizada a partir de albumina sérica bovina (1 mg/ml).
10.2.2.2. Bradford: La concentracion de proteinas de los homogenados tisulares, fue
realizada mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). El reactivo de Bradford
contiene el colorante Azul de Coomasie G-250, el cual cambia de color rojo a azul cuando se
une a residuos aromaticos y arginina de las proteinas. La absorbancia del complejo proteina-

colorante se lee a 595 nm. La concentracidon de proteinas se determina en funcion de una
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curva estandar de concentracidn creciente de proteinas realizada a partir de albumina sérica

bovina (1 mg/ml).
10.2.3. Electroforesis de proteinas

Para la separacién de proteinas se realiza electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). SDS-PAGE es una técnica que consiste en separar
proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Laemmli, 1970). En este tipo de
electroforesis, las proteinas se desnaturalizan con B-mercaptoetanol, que destruye puentes
disulfuro, calor y SDS (detergente anfipatico) que desnaturaliza y recubre las proteinas con
cargas negativas. Posteriormente, las proteinas se separan en funcion del peso molecular en
gel de acrilamida-bisacrilamida al 12%.

Para la preparacién de proteinas, se extrae el volumen de muestra necesario para cargar
30 ug de proteinas de los homogenados celulares y 100 pg de proteinas de los
homogenados tisulares. Luego se agrega un volumen determinado de buffer muestra
Laemmli (SDS 4%; Glicerol 20%; Azul de bromofenol 0.02%; Tris 0.125 mM).

Se utilizé un marcador de peso molecular de amplio rango: 12- 225 kDa (Full range
marker rainbow, Amersham GE).

La electroforesis se realiza a voltaje constante de 80 voltios hasta que las muestras
lleguen al gel de resolucién (TRIS base-Glicina, SDS 1%), para mejorar la resolucién de las
bandas. Luego, se cambia el voltaje a 100 voltios durante 1h 20 minutos hasta finalizar la

corrida, en buffer de corrida (TRIS base-Glicina, SDS 1%).
10.2.4. Transferencia de proteinas

Luego de finalizar la electroforesis, las proteinas separadas por peso molecular se
transfieren del gel a una membrana de polivinilideno-difluoruro (PVDF) (Inmobilon-P, 0,45
um, Millipore Corporation). Antes de la transferencia, las membranas se activan
sumergiéndolas en metanol puro durante 30 segundos y se equilibran en buffer de
transferencia durante 5 minutos. La transferencia se realiza aplicando una corriente
constante de 300 mA durante 1 hora 30 minutos en buffer de transferencia (Tris-Glicina;

Metanol 100% al 20%; SDS 10% al 0,1%) dentro de una cuba de hielo.
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10.2.5. Bloqueo de uniones inespecificas

Antes de la incubacién con el anticuerpo primario, es preciso bloquear los sitios de la
membrana que han quedado libres tras la transferencia, para evitar que el anticuerpo se
una inespecificamente. Para ello, se incuba la membrana con una solucién de proteinas. En
nuestro caso, incubamos la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con una
solucion de leche descremada en polvo al 5% en buffer TBS (Tris 50 mM pH: 7,2-7,4; NaCl
200 mM) conteniendo 0,05% de Tween-20 (TBS-T 0,05%).

10.2.6. Inmunodeteccion

Por ultimo, mediante el empleo de anticuerpos especificos se realiza la inmunodeteccion
de la proteina de interés. Luego de realizar el bloqueo de la membrana, se agrega el
anticuerpo primario (anti-ratén hecho en conejo): anti-FPN, anti-HFE, anti-RTf1, anti-
prohepcidina, anti-IRP1 y anti-ZIP14, en TBS-T conteniendo 1% de leche descremada,
durante toda la noche a 4 °C en agitacidén suave constante y 1 h a temperatura ambiente
para anti-DMT1. Una vez cumplido el tiempo de incubacién, el exceso de anticuerpo
primario es eliminado lavando la membrana, tres veces durante 5 minutos, con TBS-T 0,1%.
Posteriormente, la membrana se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente con
anticuerpo secundario 1gG anti-conejo conjugado con peroxidasa en TBS-T 0,1%
conteniendo 1% de leche descremada. Luego, el exceso de anticuerpo secundario se elimina
mediante tres lavados de 5 minutos cada uno con TBS-T 0,1%. Seguidamente, la membrana
se incuba durante 2 minutos con una mezcla de reactivos del kit comercial de
electroquimioluminiscencia (Supersignal West Pico Chemiluminiscent substrate, Thermo
Scientific) que contiene luminol y perdxido de hidrégeno. La seial de
electroquimioluminiscencia se detecta mediante la exposicién de la membrana con films
durante 1-20 minutos, este tiempo de exposicion depende de la intensidad de la sefial
emitida por las bandas. Los films se escanean (HP Scanjet G3110) y se procesan con el
software Imagel (Image J 1,47h, Wayne Rasband National Institute of Health, Bethesda, MD,
USA).

Para realizar el control de carga, utilizamos como proteina de referencia: gliceraldehido

3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y actina.
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10.2.7. Reutilizacion de membranas

Para reutilizar las membranas, el anticuerpo unido a las proteinas de la membrana se
disocia bajo condiciones de astringencia con agentes reductores, detergentes y temperatura
gue no afectan las propiedades de la membrana. En nuestro caso, utilizamos el buffer de
stripping compuesto por: 15 g/l Glicina, SDS 10% al 1%, 1% Tween20 pH 2,2. Para realizar el
stripping, se realizan 2 incubaciones de la membrana con buffer stripping durante 20
minutos cada una. Posteriormente, se lava 2 veces con PBS durante 10 minutos y, luego, se

realizan 2 lavados con TBS-T 0,01% de 5 minutos cada uno.

11. ENSAYO DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA

11.1. Fundamento

El ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) nos permite evaluar
interacciones entre proteinas y ARN, que participan en vias de regulacion post-
transcripcional (Fillebeen et al. 2014). En nuestras experiencias, utilizamos esta técnica para
evaluar la capacidad de unién de la proteina citosélica IRP1 al segmento IRE del ARNm.

Este ensayo, consiste en incubar homogenados de proteinas que contiene IRP1 con un
exceso de sonda de ARN, que contiene al segmento IRE marcado con biotina.
Posteriormente, la mezcla se analiza por electroforesis no desnaturalizante en gel de
poliacrilamida (Fillebeen et al. 2014). La sonda libre migra rapido, mientras que el complejo
ARN-proteina posee un retraso en su movilidad electroforética.

Luego de realizar la trasferencia, el revelado se realiza mediante la incubacidon con
estreptavidina marcada con HRP utilizando la capacidad de unién estreptavidina—biotina. La
electroquimioluminiscencia se evidencia empleando luminol y perdxido de hidrégeno como

sustrato (Fillebeen et al. 2014).

11.2. Protocolo experimental

11.2.1 Preparacion de homogenados

Para la obtenciéon de homogenados celulares para EMSA, se elimina el medio de las

placas de cultivo y se lavan 2 veces con buffer PBS a 37 °C. Luego, se agrega Tris-EDTA y se
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incuban durante 5 minutos en estufa a 37 °C, para que las células se suelten de la placa.
Posteriormente, las células se recolectan cuidadosamente y se centrifugan a 3000 g durante
5 minutos. Luego de eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspende en 20 ul de
buffer lisis compuesto por: 0,5% NPHO, Glicerol 5%, HEPES 10Mm, MgCl, 3mM, KCI 40mM,
PMSF 1 mM, DTT 1mM. Luego, los homogenados se incuban durante 15 minutos en hielo y
se centrifuga a 12000 g durante 15 minutos. Posteriormente, se toma el sobrenadante y se

freezan a -80°C hasta posterior analisis.
11.2.2. Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas para el estudio de EMSA se realiza mediante el ensayo de

proteinas con acido bicinconinico (BCA) descripto anteriormente.
11.2.3. Gel de Acrilamida

La corrida se realiza en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante (Acrilamida 60x, TBE
5x, Agua DEPC, APS 25% Y TEMED). El gel se pre-corre en buffer TBE 0,5X (Tris-borato-EDTA)

durante 1 hora a voltaje constante de 100 voltios.
11.2.4. Preparacion de las muestras

En una primera etapa, se realiza el super shift para IRP1. Para ello se incuba 15 ug de la
muestra control con anti-IRP1 (1/10) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego,
15 pg de cada muestra y el super shift se incuban durante 30 minutos con: 1 ul de glicerol
50%, 1 pl de t RNA 1X, 1 ul de Mg,Cl 100mM, 1 ul sonda de ARNm marcada con biotina, 1 pl
buffer de unidn REMSA provistos por el kit. También se prepara un tubo que contiene todos
los reactivos menos la muestra, denominado sonda libre. La reaccidon de unidn es frenada
por el agregado de 5 pl de buffer muestra provisto por el kit (Electrophoretic Mobility Shift
Assay, EMSA Kit).

11.2.5. Electroforesis

En cada calle del gel pre-corrido, se siembran 20 pl de los 25 ul preparados y se corre a
voltaje constante de 100 voltios durante 1 hora 20 minutos en buffer TBE 0,5X (Tris-borato-

EDTA) en agua DEPC.
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11.2.6. Transferencia de proteinas

Una vez finalizada la corrida, se realiza la transferencia del ARN-proteina a una
membrana de nylon modificada provisto por el kit utilizando en buffer TBE 0,5X (Tris-borato-
EDTA) en agua DEPC. Se transfiere durante 30 minutos a una corriente constante de 300 mA

en frio.
11.2.7. Crosslinking con radiacidn ultravioleta

La irradiacion de los complejos proteina-acido nucleico con luz ultravioleta se utiliza para
formar enlaces covalentes entre el acido nucleico y las proteinas que estan en estrecho
contacto (Chodosh et al., 1986).

Luego de la transferencia, las membranas son expuestas a luz UV a una distancia de 1 cm

durante 10 minutos, para realizar el crosslinking.
11.2.8. Deteccidn

La deteccidn de la sonda de ARN marcada con biotina, se basa en la afinidad que posee la
estreptavidina por la biotina. La membrana se bloquea con el buffer de bloqueo provisto por
el kit durante 15 minutos con agitacién suave. Luego, se agrega una solucién de
estreptavidina 1/300 en buffer de bloqueo y se incuba por 15 minutos con agitacion suave.
Posteriormente, se realizan 4 lavados de 5 minutos cada uno con buffer de lavado diluido
1/5 provisto por el kit y se incuba con buffer de equilibrio durante 5 minutos con agitacion
suave.

La deteccidn se realiza agregando partes iguales de luminol y de peréxido de hidrégeno, y
se incuba durante 2 minutos. Las membranas se exponen a films durante 3, 5 y 10 minutos.
Los films se escanean (HP Scanjet G3110) y se procesan con el software Imagel (Image J

1,47h, Wayne Rasband National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

12. ENSAYO DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS

12.1. Fundamento

La técnica de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) utiliza las reacciones

antigeno-anticuerpo para la cuantificacion de un determinado antigeno. El ensayo de ELISA
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de tipo sdndwich es una técnica de inmunoensayo en la cual un anticuerpo inmovilizado se
une al antigeno de la muestra (Voller et al.,, 1978). Dicho antigeno, es posteriormente
reconocido por un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable, como por ejemplo un producto coloreado (Voller et al., 1978). La aparicién de
color permite medir indirectamente la cantidad de antigeno en la muestra. En nuestro caso,

utilizamos esta técnica para cuantificar los niveles de ferritina.
12.2. Procedimiento experimental

En una primera etapa, se recubre los pocillos de una Placa de ELISA con 150 ul por pocillo
de anticuerpo anti-ferritina diluido 1/10000 (Rockland) y se incuba toda la noche a 4°C sin
movimiento. Luego de realizar 3 lavados con buffer PBS 1% BSA-Tween 0,05%, se incuba
durante 30 minutos con buffer PBS-Tween 0,05% con 10% de leche descremada, para
bloquear uniones inespecificas. Posteriormente, se realizan 3 lavados con buffer PBS 1%
BSA-Tween 0,05%, y se agrega 100 pl de soluciones con concentraciones crecientes de
ferritina humana para realizar la curva de calibrado (0, 0.1, 0.4, 0.8 y 1.2 ng de ferritina) o
100 pl de la muestra que contiene 10 ug de proteina llevando a volumen con PBS 1% BSA-
Tween 0,05%. Luego de incubar 2 horas a temperatura ambiente, se realizan 3 lavados con
PBS 1% BSA-Tween 0,05% y se agrega el anticuerpo anti-ferritina marcado con peroxidasa
(Rockland) diluido 1/10000 con PBS 1% BSA-Tween 0,05% incubando durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Finalmente, se realizan 3 lavados y se agrega el sustrato de la peroxidasa incubando
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. La reaccion se detiene con el
agregado de H,SO4 25%. El color amarillo desarrollado se mide espectrofotométricamente a

495 nm.

13. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

13.1. Fundamento

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccién enzimatica in vitro que
amplifica una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos desarrollada por

Kary Mullis en 1987. En nuestras experiencias, utilizamos la PCR acoplada a la enzima
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transcriptasa reversa que convierte el ARNm (acido ribonucleico mensajero) en ADN
complementario (ADNc) (Tamay de Dios et al., 2013). Posteriormente, se utiliza dicho ADNc
como molde para amplificar el segmento de interés utilizando primers especificos,
desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), magnesio
(Mg ?*), buffer y H,0.

La amplificacidn se realiza en tres etapas principales: desnaturalizacién, hibridacién y
extension. Estas etapas se realizan en termocicladores, equipos disefados para que las
condiciones de temperatura y tiempo no se modifiquen en cada uno de los ciclos repetidos
(Tamay de Dios et al., 2013). Finalmente, los productos de la PCR o amplicones separados en
geles de agarosa pueden visualizarse mediante tincién con colorantes fluorescentes, lo que
permite evaluar su integridad y estimar su concentracion mediante un andlisis comparativo
con ARNm de proteinas cuya expresién no varia en las condiciones estudias. En nuestro
caso, empleamos bromuro de etidio, sustancia que se intercala entre las bases del ADN vy

emite fluorescencia cuando se ilumina con luz ultravioleta.

13.2. Procedimiento experimental

13.2.1. Método de extraccion

Para la extraccidon del ARN de las células se utiliza el reactivo Trizol que disrumpe los
componentes celulares y extrae el ARN. Este reactivo, mantiene la integridad del ARN vy
ADN, protegiendo la muestra de la posible contaminacién con ARNasas, debido a que
desnaturaliza las nucleasas internas. El reactivo Trizol es una solucion monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina (Puissant & Houdebine, 1990). Luego de lavar las placas con PBS,
se agrega 1 mL del reactivo Trizol (INVITROGEN®) a cada placa, siguiendo las instrucciones y
recomendaciones del fabricante. Posteriormente, mediante la utilizacién de un scrapper, se
lisan las células y se recolectan para realizar la extraccion de ARN. Para extraer el ARN se
agregan 200 uL de cloroformo a cada muestra, agitando vigorosamente e incubando 3
minutos a T° ambiente. Luego de centrifugar a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C, se
remueve la capa acuosa (fase superior) que es la que contiene el ARN. La precipitacion del
ARN se realiza agregando 500 pL de isopropanol y luego de incubar 10 minutos, se

centrifuga a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C. Finalmente, se descarta el sobrenadante y
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se lava el pellet con 1 mL de etanol 75% y se centrifuga a 7500 g durante 5 minutos a 4°C.

Luego se agrega agua libre de ADNasas y ARNasas para disolver precipitado.
13.2.2. Obtencion de ADN complementario

El ARN obtenido se transforma en ADNc por accidn de la enzima transcriptasa reversa.
Este paso permite la obtencidn del ADNc de una sola hebra que posteriormente se utiliza en
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa acoplada a Transcriptasa Reversa (RT-PCR).

Para obtener del ADNc se utiliza la enzima transcriptasa reversa de un kit comercial
(RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Se preparan 12 pl de mezcla de reaccion usando: muestra + agua DEPC (10 pl), dNTP 1 ply
Oligodt 1 pl, y se introducen en el termociclador. Durante la incubacién a 4°C, se agrega 7 ul
de la siguiente mezcla de reaccion por muestra: buffer 5x 4 ul, DTT 2 ul y enzima Ribolock 1
ul. Finalmente, antes de comenzar la incubacidon a 37°C durante 50 minutos, se agrega la
enzima transcriptasa reversa 1 pl.

Las muestras se incuban segun el siguiente programa: 5 minutos a 65°C; 1 minutos a 4°C,

2 minutos a 37°C, 50 minutos a 37°C, 10 minutos a 70°C y durante tiempo <= a 4°C.

13.2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a transcriptasa reversa

La reacciéon en cadena de la polimerasa se realiza sobre las muestras de ADNc monohebra
obtenido previamente. Se utilizd el kit comercial SuperScript® /Il One-Step RT-PCR System with

Platinum® Taqg DNA Polymerase.

Se utilizaron primers especificos para la amplificacién de: DMT1, IRP1 y Actina.

5 -TGTTTGATTGCATTGGGTCTG-3’ 5’-CGCTCAGCAGGACTTTCGAG-3®

5-TCCTGGACTGTGGACGCTC-3" 5-GGTGTTCAGAAGATAGAGTTCAGG-3'

5-CAGCCACCCAAGTCCAATAGT-3' 5'-GCGTCGAATACATCAAGGGT-3’

5’- TACAGCTTCACC ACCACAGC-3° 5’- AAGGAAGGCTG GAAAAGAGC-3°

Tabla 4. Lista de primers utilizados
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Para la amplificacion se utilizaron los siguientes programas:

94°C durante 3 min 28 ciclos de 1 minutos a 72°C durante 1 min
95°C, 90 segundos a
53°Cy 4 minutos a 68°C

94°C durante 3 min 28 ciclos de 1 minutos a 72°C durante 1 min
95°C, 90 segundos a
53°Cy 4 minutos a 68°C

94°C durante 3 min 26 ciclos de 1 minutos a 72°C durante 1 min
95°C, 90 segundos a
53°Cy 4 minutos a 68°C

Tabla 5. Programas de amplificaciéon

13.2.4. Separacion y deteccion de los fragmentos amplificados

Luego de la amplificacion, se mezclan 8 pl de la muestra amplificada y 2 pl de buffer
muestra. Posteriormente, la muestra se siembra y se corre en un gel de agarosa 1,5 %
conteniendo 2,5% de Bromuro de Etidio durante 45 minutos.

Finalmente, el gel que contiene los amplicones de ARNm separados por tamafio, se
observa bajo luz UV y se toma una foto con Camara Digital Fujifilm S8650. Luego, la imagen
se procesa con el software Imagel) (Image J 1,47h, Wayne Rasband National Institute of

Health, Bethesda, MD, USA) para semicuantificar las bandas obtenidas.

14. BIOESTADISTICA

14.1. Diseno Experimental Pareado

La eleccion del diseifio experimental a utilizar depende de los objetivos del estudio. El
protocolo experimental a seguir y los métodos estadisticos a utilizar deben ser

estrictamente detallados antes de comenzar el trabajo (Festing y Altman, 2002).
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Un experimento bien disefiado evita el sesgo y es lo suficientemente potente como para
ser capaz de detectar los efectos de los tratamientos que puedan ser de importancia
bioldgica (Festing & Altman, 2002).

En nuestro caso, utilizamos el disefio experimental pareado, en el cual los animales se
agrupan de acuerdo a una variable elegida. Este disefio, permiten dividir un experimento en
un determinado nimero de "mini-experimentos", aumentando asi el grado de precision y/o
disminuyendo la variabilidad debida a estructuras naturales en el material experimental
(Festing & Altman, 2002).

El disefio pareado, es empleado cuando se desea evaluar la respuesta a dos tratamientos
diferentes, en donde el control es considerado como un tratamiento. Los animales se
agrupan de a pares (control-experimental), teniendo en cuenta una variable que incorpore
heterogeneidad al experimento, como el peso, sexo, edad. En nuestro caso, se forman pares
de ratones utilizando el peso corporal como variable elegida para la homogenizacion de los
animales. Posteriormente, se le asigna, al azar, un tratamiento a cada ratén del par formado
(Festing, 2006).

Los pares de ratones se tratan al mismo tiempo y se alojan en una misma jaula, lo que
nos permiten asegurar que el par se encuentra expuesto a exactamente las mismas
condiciones ambientales, reduciendo al minimo las diferencias en los parametros

ambientales a los que estan expuesto los ratones.

14.2. Determinacion del tamaino de muestra

Decidir el tamafio de muestra es de fundamental importancia debido a las implicancias
éticas de la utilizacion de animales en la investigacion (Festing & Altman, 2002). Un
experimento demasiado pequefio puede generar resultados estadisticamente invalidos,
mientras que un experimento con un gran nimero de ratones no sigue las normas éticas del
uso de animales de laboratorio (Festing & Altman, 2002).

Existen diversos métodos para determinar el tamafio de muestra. En nuestro caso, para
establecer el nUmero de animales en cada experimento utilizamos el método de la ecuacién
recursiva (Festing, 2006). Una de las ventajas de este método, es que se puede prescindir de
la determinacién de la desviacion estdndar o del efecto de interés bioldgico.

En este método, el nimero de grados de libertad asociados con el error residual de un

experimento (E) debe estar entre 10 y 20.
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Para determinar el tamafo de muestras se emplea la siguiente formula: E=N—-T
N=n° de grados de libertad del n° total de ratones (n° total de ratones -1)
T=n° de grados de libertad de los tratamientos (n° de tratamientos -1)

Mediante esta féormula se calcula el N necesario para que el error residual del
experimento (E) se encuentre entre 10 y 20, conociendo los grados de libertad de los

tratamientos (T).

En nuestros experimentos el nimero total de ratones empleados fue de 12 y el nimero
de tratamientos fueron 2 para cada modelo experimental. Por lo tanto: £ = 11-1, resultando

E=10.

Concluimos que utilizando 12 ratones en cada modelo experimental (6 ratones por
grupo), el error residual del experimento se encuentra entre 10 y 20. Por lo tanto, 12 es el

minimo numero de ratones a utilizar para obtener resultados con relevancia estadistica.

14.3. Analisis Estadistico

14.3.1. Test t-sudent para muestras pareadas

El analisis t-student se utiliza para analizar diferencias entre dos tratamientos de
muestras que pueden ser pareadas o no pareadas. El estudio t-student para muestras
pareadas se utiliza para el analisis estadistico de resultados obtenidos a través del empleo

de un disefio pareado.

Para el analisis se determinan las diferencias entre los tratamientos y se calcula la

varianza de las diferencias siguiendo la siguiente formula:

n

S¢’= = (di-d) 2/ n-1

il

Siendo: d: media de las diferencias; n: nimero de pares
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Luego se calcula el estadistico t

t:d_/(Sd/\/n)

Posteriormente se compara el t calculado con un t de tabla, trabajando con n-1 grados de
libertad. Si el t de la muestra es mayor que el t tabla, significa que existen diferencias
significativas entre las medias de las dos poblaciones. En todos los casos estudiados el nivel
de significancia se fijé en p < 0,05. Para las diferencias altamente significativas se fijo un p <

0,01.

14.3.2. Analisis de Varianza

Para el anadlisis de mas de dos tratamientos se utiliza el analisis de la varianza (ANOVA).
Mediante este analisis se calcula el estadistico F y se compara con el estadistico F tabla,
teniendo en cuenta los grados de libertad de los tratamientos en el numerador y los grados
de libertad del error residual en el denominador. Si el F calculado es mayor que el F tabla
significa que existen diferencias significativas entre las medias de las poblaciones. En todos
los casos estudiados el nivel de significancia se fijo en p < 0,05. Para las diferencias
altamente significativas se fijo un p < 0,01 (Graph Pad Prism versién 5.01, © 1992-2007.

Graph Pad Software, Inc.).
14.3.3. Comparaciones muiltiples

Cuando el valor calculado del estadistico F en un ANOVA es significativo, es necesario
saber cuales de las medias son diferentes entre si. El método utilizado en nuestros estudios
para completar el andlisis es el procedimiento de comparaciones mdultiples de Tukey
modificado (Devore, 2001). En este procedimiento se determina en primer lugar la minima

diferencia significativa o "allowance”, llamado D.

D= Q V (CMres/n)
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Siendo: Q: estadistico de amplitud total estudentizada, obtenido de tabla, segin los
grados de libertad del error residual de ANOVA, n° de tratamientos (K) y el a utilizado; n:
numero de réplicas por tratamiento; CMres: cuadrado medio residual de la tabla de ANOVA.

Posteriormente se comparan todas las medias calculando las diferencias entre ellas. Por
ultimo, se analizan las diferencias calculadas y cuando la diferencia es mayor que el D
calculado, significa que existen diferencias entre las medias involucradas (Graph Pad Prism

version 5.01, © 1992-2007. Graph Pad Software, Inc.).
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Resultados

Capitulo 1

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Evaluacion de la eritropoyesis
y de la ferremia
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1.1. MODELO DE SOBRECARGA DE HIERRO

El desarrollo de un Modelo Animal es una herramienta bioldgica para estudios in vivo de
la fisiologia en mamiferos, que nos permiten inducir condiciones patolégicas andlogas a las
descriptas en las enfermedades humanas.

Mediante el Modelo de Sobrecarga de Hierro pudimos evaluar el balance y desbalance
del hierro en drganos clasicamente relacionados con el ciclo del biometal. Un aspecto
innovador del presente trabajo de tesis fue el estudio del hierro en érganos como pancreas,

rifdn y pulmon.

1.1.1. Diseiio experimental

Como se ha descripto en la seccién Materiales y Métodos, ratones hembra cepa CF1 se
dividieron en dos grupos: 1) Sobrecarga de hierro (n=6), administracion intraperitoneal (i.p.)
de hierro-Sacarato los dias 0, 5, 10 y 15 (dosis total 1,3 g/kg de peso corporal); 2) Adecuado
hierro (grupo control) (n=6): administracion i.p. de solucidn fisioldgica los dias 0, 5, 10 y 15
(Figura 9). Se utilizé el disefio experimental pareado, donde la variable “peso corporal” se
seleccioné para formar pares de los dos tratamientos (ratéon con adecuado hierro-ratén con
sobrecarga de hierro). Para el analisis estadistico de los resultados fue elegido el test t-

student.

Fe-sacarato i.p. (Dosis : 1,3 g/kg)

- 1
' (-:e\ 7 T ¥ V
;;"" 0 5 10 15 20 _,
1 1 1 1 ] Dias
Solucién Fisiologica i.p. \l/
T L
§ > ¥ T T v
Kﬁ 0 & 10 :LIS 2IEI Dias
L 1 1

!

Extraccidn sanguinea: pardmetros hematologicosy
ferremia.

Sacrificioy extraccion de drganos: hierro tisular,
inmunohistoguimicay Western blot.

Figura 9. Esquema del disefio experimental del Modelo de Sobrecarga de Hierro
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1.1.2. Resultados

1.1.2.1. Estudios hematoldgicos

Se muestran los valores de hemoglobina (Hb) y de hematocrito (HTO) en ratones
(n=6/grupo) con sobrecarga de hierro (Hb: 14,1 + 0,6 g/dL; HTO: 44 + 1%) y adecuado hierro
(Hb: 15,6 + 0,2 g/dL; HTO: 49 + 1%) (Figuras 10A y B). Los parametros hematolégicos no

mostraron variaciones significativas en exceso de hierro respecto al grupo control

(adecuado hierro).
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Figura 10. Hemoglobina y hematocrito en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. Ratones con sobrecarga de
hierro inducida por la administracion de Hierro-Sacarato los dias 0, 5, 10 y 15 del protocolo experimental (dosis
total= 1,3 g/Kg peso); a ratones con adecuado hierro (control) se les administré solucién fisioldgica. Las
muestras sanguineas se procesaron segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=6/grupo). Los datos se

expresan como la media * desvio estandar.

1.1.2.2. Estudio del hierro plasmatico

El hierro plasmatico revelé un aumento significativo en sobrecarga de hierro (477 + 108

ug/dL), comparado con los valores observados en adecuado hierro (264 + 49 ug/dL) (Figura

11).
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Figura 11. Hierro plasmatico
en el Modelo de Sobrecarga
de Hierro. Las muestras
plasmaticas se procesaron
segin lo descripto en
Materiales y Métodos
(n=6/grupo). Los datos se
expresan como la media *
desvio estandar; * p < 0.05,
sobrecarga de hierro vs.
adecuado hierro.
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1.2. MODELO DE DEFICIENCIA DE HIERRO

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se ha avanzado en el
conocimiento del metabolismo del hierro en estados de alta demanda de hierro, mediante
el desarrollo de modelos animales de anemia hemolitica y de hipoxia (D’Anna et al., 2009;
D’Anna & Roque, 2013).

En el presente trabajo de tesis, el desarrollo del Modelo Animal de Deficiencia de Hierro
inducida por flebotomia fue necesario para profundizar nuestros estudios sobre la
regulacién de las proteinas que movilizan el hierro celular en estados de alta demanda de

hierro.

1.2.1. Diseio experimental

Como se ha descripto en la seccion Materiales y Métodos, ratones hembra cepa CF1 se
dividieron en dos grupos: 1) Deficiencia de hierro (n=6), extracciones sanguineas seriadas
del seno retro-orbital cada 5 dias durante 25 dias bajo anestesia con isoflurano; 2) Control
(n=6): anestesiados con isoflurano sin extraccidon sanguinea cada 5 dias durante 25 dias,
operacion simulada (Figura 12). Se utilizd el disefio experimental pareado, donde la variable
“peso corporal” se selecciond para la formacion de pares de los dos tratamientos (ratén
control-raton con deficiencia de hierro). Para el andlisis estadistico de los resultados fue

elegido el test t-student.

Flebotomias: extraccion de 500 p

L v v 7 7 v
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Operacion simulada
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. 7 7 7 7 v v
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,_.'_{"1 ] ] 1 ] 1 ]  Dias

Extraccion sanguinea: parametros hematologicos y
ferremia.

Sacrificioy extraccion de drganos: hierro tisular,
inmunohistoguimicay Western blot.

Figura 12. Esquema del diseiio experimental del Modelo de Deficiencia de Hierro
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1.2.2. Resultados

1.2.2.1. Estudios hematoldgicos

El estado de anemia se evidencié por la disminucién significativa de los niveles de
hemoglobina en deficiencia de hierro (10,3 * 0,3 g/dL), respecto al control (15,2 + 0,5 g/dl)
(Figura 13A). Los valores de hemoglobina se relacionan en deficiencia de hierro con la
disminucion del hematocrito (39 + 2 %) respecto al control (49 + 2 %) (Figura 13B). El
recuento de reticulocitos mostré un aumento estadisticamente significativo en los ratones

con deficiencia de hierro (28 + 1%), comparado con la condicién control (2 £+ 1%) (Figura

130).
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Figura 13. Hemoglobina, hematocrito y reticulocitos en el Modelo de Deficiencia de Hierro. Ratones con
deficiencia de hierro inducida por extraccién de 500 pl de sangre cada 5 dias durante 25 dias; a ratones control
se les realizé una operacion simulada sin extraccidon sanguinea. Las muestras sanguineas se procesaron segun

lo descripto en Materiales y Métodos (n=6/grupo). Los datos se expresan como la media + desvio estandar; * p
< 0.05, ** p < 0.01 deficiencia de hierro vs. control.
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1.2.2.2. Estudio del hierro plasmatico
Identificamos un aumento estadisticamente significativo de la ferremia en deficiencia de

hierro (213 £ 21 pg/dL), respecto al control (177 * 4 pg/dL) (Figura 14).
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Figura 14. Hierro plasmatico en el Modelo de
Deficiencia de hierro. Las muestras plasmaticas se
procesaron segun lo descripto en Materiales vy
Métodos (n=6/grupo). Los datos se expresan como
la media + desvio estandar; * p < 0.05, deficiencia
de hierro vs. control.

90



Resultados

Capitulo 2

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en higado y duodeno
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2.1. INTRODUCCION

La biodisponibilidad del hierro es estrictamente controlada por un sistema regulatorio
complejo que involucra la comunicacion entre multiples drganos como duodeno, higado y
bazo (Ganz & Nemeth, 2006). Dilucidar la coordinacion funcional entre estos érganos es un
aspecto central para el estudio de enfermedades asociadas a alteraciones del ciclo del hierro
gue presentan abundantes reservas tisulares de hierro por la disminucién de la sintesis del
regulador hepcidina (Ganz, 2011).

Por otro lado, el desbalance del hierro que cursa con disminucién de los niveles de este
biometal produce la disminucidn de la sintesis de hemoglobina y generalmente conduciria a
la anemia ferropénica (Lopez et al., 2015). La regulacién de las proteinas que movilizan el
hierro en los sitos de absorciéon y de reserva en deficiencia de hierro es esencial para
aumentar la biodisponibilidad del hierro requerido para la eritropoyesis activa.

Nos propusimos estudiar los mecanismos que regulan la movilizacion del hierro en higado
y en duodeno en nuestros Modelos Animales de Sobrecarga de Hierro y de Deficiencia de

Hierro.

2.2. DESCRIPCION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DEL DUODENO,
HIGADO Y BAZO

El estudio del duodeno fue abordado enfocando su bien caracterizada funcién absortiva
del hierro hemo y no hemo (Pérez et al., 2005).

En la arquitectura duodenal, la relacidn entre estructura y funcién revela una superficie
absortiva formada por pliegues circulares de la mucosa y submucosa y por plegamientos de
la mucosa o vellosidades y de la membrana de los enterocitos o microvellosidades. La
vellosidad se proyecta hacia la luz intestinal y estd cubierta por un epitelio cilindrico simple
gque se compone principalmente de enterocitos, células caliciformes y células
enteroendocrinas. Los enterocitos son células cilindricas que actian en la digestién y en la
absorcién de agua y nutrientes. El epitelio de la base de las vellosidades se invagina hacia el
lado opuesto de la luz tubular formando las criptas de Lieberkiihn, sacos estrechos que se
abren a la luz intestinal a través de poros. La base de una cripta intestinal contiene células

de Paneth, que secretan moléculas antibacterianas, y células madres, que se dividen por
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mitosis para renovarse a si mismas y para producir las células diferenciadas de la mucosa

intestinal (Figura 15).

?~ Capilar linfatico (vaso quilifero central)
'&.__._-Linfocitos

Musculo liso

Chapa estriada (microvellosidades)

Vaso quilifero central  cajula

Glandula (cripta)
de Lieberkihn

Figura 15. Diagrama esquematico del duodeno.
Gartner y Hiatt. Atlas Color Histologia. 4° edicién (1998)

El higado es un dérgano de depdsito de hierro por excelencia, que se sitla en la parte
superior derecha de la cavidad abdominal, debajo del diafragma y por encima del estémago,
del rifién derecho y de los intestinos. El higado cumple funciones en el metabolismo de
lipidos y de carbohidratos, en la sintesis de proteinas y en la secrecidon de bilis. La
multiplicidad funcional de este 6rgano se basa en sus caracteristicas estructurales y en el
aporte de la sangre desde la circulacién sistémica y desde la vena porta. Los lébulos
hepaticos estan formados por unidades mas pequefias llamadas lobulillos, que son la unidad
funcional del higado. Los lobulillos tienen una estructura hexagonal caracteristica con una
vena lobulillar central. En los vértices del hexagono se localiza la triada portal formada por la

vena porta, la arteria hepatica y el conducto biliar (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama esquematico del higado.
Gartner y Hiatt. Atlas Color Histologia. 4° edicion (1998)

El bazo es un drgano linfatico que se situa en el cuadrante superior izquierdo de la
cavidad abdominal. Este drgano presenta diversas funciones, dentro de las cuales se
destacan la linfopoyesis (formacién de glébulos blancos) y la eritrofagocitosis (fagocitosis
de gldbulos rojos). Ademas, el bazo se caracteriza por ser un érgano de reserva de hierro
debido a su participacion en la destruccion de eritrocitos alterados o senescentes.

En el tejido esplénico se destacan la pulpa blanca y roja, regiones separadas por la zona
marginal, donde se observan linfocitos y macréfagos. La pulpa blanca contiene vainas
linfaticas periarteriales o aglomerados de linfocitos T, que rodean la arteria central, y

nddulos linfaticos o centros germinativos, formados por linfocitos B. La pulpa roja estd
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formada por sinusoides y cordones, donde se visualizan fibras reticulares y amplia
celularidad observdndose eritrocitos, macrofagos, linfocitos, células plasmaticas,

megacariocitos y granulocitos (Figura 17).

Figura 17. Diagrama esquematico del bazo.
Gartner y Hiatt. Atlas Color Histologia. 4° edicién (1998)
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2.3. RESULTADOS

Resultados

2.3.1. Modelo de Sobrecarga de Hierro

2.3.1.1. Estado del hierro hepatico y esplénico

2.3.1.1.1. Estudio cuantitativo del hierro

Tanto en el higado como en el bazo se observé un aumento significativo del hierro tisular

en sobrecarga respecto al control (32,32 + 12,21 umol/grtej. vs. 1,18 + 0,35 umol/gr tej.) y

(195,17 £ 12,21 umol/gr tej. vs. 5,05 + 32,54 umol/gr tej.), respectivamente (Figuras 18Ay

B).

0 T

%

Hierro hepatico (wmol/ gr.

Adecuado hierro Sobrecarga de

hierro

Hierro esplénico (Lmolf gr.

tejido)

250

200

Adecuado Sohrecarga de
hiero hierro

Figura 18. Hierro hepatico y esplénico en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Hierro hepatico; B)
Hierro esplénico. Las muestras tisulares se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos

(n=6/grupo). Los datos se expresan como la media + desvio estandar; ** p < 0.01 sobrecarga de hierro

vs. adecuado hierro.

2.3.1.1.2. Estudio cualitativo del hierro

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro se observd en el bazo abundante depdsito de

hemosiderina en la pulpa roja, siendo escasa en adecuado hierro (control) (Figuras 19A-D).

En exceso de hierro, en el higado se detecté abundante hemosiderina en células con

morfologia similar a células de Kupffer y escasa en los hepatocitos (Figura 20B). Sin embargo,

en adecuado hierro no se observd presencia de hemosiderina en ambos tipos celulares

(Figura 20A).
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Figura 19. Hemosiderina en bazo en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Hemosiderina en células de la
pulpa roja del bazo de ratén con adecuado hierro (marcacion azul); B) Hemosiderina en células de la pulpa roja
del bazo de ratén con sobrecarga de hierro (marcacién azul); C) Hemosiderina en células de la pulpa roja del
bazo de ratdn con adecuado hierro (marcacién azul); D) Hemosiderina en células de la pulpa roja del bazo de
ratén con sobrecarga hierro (marcacion azul). Los tejidos se procesaron para la tincién de Perl’s segun lo
descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). PB: pulpa blanca: PB pulpa roja. La barra representa 20 um.

Figura 20. Hemosiderina en higado en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Ausencia de hemosiderina en
higado de ratén con adecuado hierro; B) Hemosiderina en células de Kupffer (flecha) y en hepatocitos (punta
de flecha) de ratén con sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para la tincién de Perl’s segin lo
descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). VS: vaso sanguineo. La barra representa 20 pm.
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2.3.1.2. Transportador de metales divalentes 1 hepatico y duodenal

El higado y el duodeno participan en el control de la biodisponibilidad del hierro a través
de la regulacion de las vias de su movilizacién celular. El transportador de metales divalentes
1 (DMT1) capta el hierro libre de la dieta en el duodeno e importa el hierro unido y no unido
a la Tf del plasma en el higado (Andrews, 1999; Graham et al., 2007). A partir de la funciéon
de DMT1 en el transporte celular de hierro, se propuso como objetivo estudiar su expresion

y localizacién en higado y en duodeno en el Modelo de Sobrecarga de Hierro.

2.3.1.2.1. Duodeno

En adecuado hierro se observd que DMT1 se inmunolocaliza en el citoplasma de
enterocitos con una distribucion homogénea, mientras que en sobrecarga de hierro la
expresion citoplasmatica de DMT1 se identificd en la zona perinuclear (Figuras 21A y B). En
los controles negativos no se detecté inmunoreactividad (Figuras 22A y B).

Por ensayos de Western blot se determiné que el nivel de DMT1 duodenal fue
significativamente menor en sobrecarga de hierro respecto al estado de adecuado hierro,
confirmando que en sobrecarga el cambio de la localizacién de DMT1 estd asociado a los

cambios en el contenido proteico (Figura 23).

Figura 21. Inmunolocalizacién de DMT1 en duodeno en el Modelo de Sobrecarga de hierro. A) DMT1 en
enterocitos de ratén con adecuado hierro (flecha); B) DMT1 en enterocitos de ratdn con sobrecarga de
hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tinciéon segin lo descripto en
Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 22. Control negativo del tejido duodenal en el Modelo de Sobrecarga de hierro. A) Tejido
duodenal de ratén con adecuado hierro incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario; B) Tejido

a’ s

duodenal de ratén con sobrecarga de hierro incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. Los
tejidos se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos. La barra representa 20 um.
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Figura 23. Western Blot de DMT1 duodenal en el Modelo de Sobrecarga de hierro. AFe: DMT1 en
duodeno de ratdn con adecuado hierro; SCFe: DMT1 en duodeno de ratdn con sobrecarga de hierro. Los
tejidos se procesaron para Western blot segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los
datos se expresan como la media + desvio estandar; * p < 0.05 sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.

2.3.1.2.2. Higado

En adecuado hierro (control) se observd una débil inmunomarcacion de DMT1 en el
citoplasma de hepatocitos asociados mayoritariamente a vasos sanguineos (Figura 24A). La
localizacion de DMT1 en los hepatocitos asociados principalmente a vasos sanguineos se
relacionaria con la mayor disponibilidad de hierro para estas células. En exceso de hierro se
detectd intensa inmunomarcacién citoplasmatica de DMT1 en hepatocitos asociados y no
asociados a vasos sanguineos (Figura 24B). Las células de Kupffer fueron inmunonegativas
para DMT1 en sobrecarga y en adecuado hierro (Figuras 24A y B). En los controles negativos

no se detecté inmunoreactividad (Figuras 25A y B).
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Figura 24. Inmunolocalizacion de DMT1 en higado en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) DMT1
en hepatocitos de raton con adecuado hierro (flecha); B) DMT1 en hepatocitos (flecha) vy
hemosiderina en células de Kupffer (marcacion azul) de ratdn con sobrecarga de hierro. Los tejidos se

procesaron para la técnica de doble tincidn segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo).
VS: vaso sanguineo. La barra representa 20 um.

Figura 25. Control negativo del tejido hepatico en el Modelo de Sobrecarga de hierro. A)
Tejido hepatico de ratédn con adecuado hierro incubado con PBS en lugar del anticuerpo
primario; B) Tejido hepatico de ratén con sobrecarga de hierro incubado con PBS en lugar del

anticuerpo primario. Los tejidos se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos. VS:
vaso sanguineo. La barra representa 20 um.

2.3.1.3. Transportador ZIP14 hepatico

Se sabe que el importador ZIP14 participa en la captacién del hierro unido a transferrina
(TBI) y del no unido a transferrina (NTBI), forma de hierro presente principalmente en
estados de exceso del biometal (Jenkitkasemwong et al., 2012).

Nos propusimos estudiar la relacion funcional entre ZIP14 y DMT1 evaluando la
existencia o no de una funcidon selectiva de ambos importadores en la captaciéon hepatica
del hierro ferroso.

La identificacion de ZIP14 en el estado de sobrecarga de hierro mostré una intensa

inmunomarcacion citoplasmatica en hepatocitos asociados a vasos sanguineos (Figura 26B).
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En adecuado hierro, los estudios inmunohistoquimicos de ZIP14 mostraron débil expresién
del transportador en el citoplasma de hepatocitos asociados a vasos sanguineos (Figura
26A). En células con morfologia similar a células de Kupffer no se detecté expresion de ZIP14

tanto en sobrecarga de hierro como en adecuado hierro (Figuras 26A y B).
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Figura 26. Inmunolocalizacion de ZIP14 en higado en el Modelo de Sobrecarga de hiefro. A) ZIP14 en
hepatocitos de ratdn con adecuado hierro (flecha); B) ZIP14 en hepatocitos (flecha) y hemosiderina en células
de Kupffer (marcacion azul) de raton con sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para la técnica de
doble tincidn segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). VS: vaso sanguineo. La barra representa
20 um.

2.3.1.4. Prohepcidina hepatica

La hepcidina es sintetizada principalmente en el higado como una sefial regulatoria que
coordina los requerimientos de hierro de los distintos tejidos. Hepcidina es un regulador
negativo del hierro plasmatico, que controla su absorcidon duodenal y su distribucion en
todas las células del organismo (Ganz, 2011).

Desde el descubrimiento de la hepcidina, el desarrollo de técnicas que permitan su
cuantificacién ha sido un desafio debido a la dificultad en la produccién de anticuerpos por
diversas caracteristicas estructurales y funcionales que presenta la hepcidina. Estas
caracteristicas incluyen una estructura terciaria compleja, un péptido muy pequeiio (25
aminodcidos) y diversas isoformas con escasa actividad biolégica (Ganz, 2003). Para la
deteccion de hepcidina sérica en humanos se desarrolléd un ensayo de ELISA en el aino 2008
(Ganz, 2008). Sin embargo, recién en el afio 2015 se desarrollé un ELISA sensible y especifico
para la deteccion de hepcidina en suero y en orina de ratdn, siendo esta publicacidon
posterior a nuestros estudios (Gutschow et al., 2015).

Teniendo en cuenta las dificultades en el desarrollo de técnicas para medir hepcidina

murina estudiamos la expresién tisular de prohepcidina, dado que Valore & Ganz (2008)
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identificaron una relacién directa entre la sintesis celular de hepcidina y de su pro-péptido
denominado prohepcidina.

En adecuado hierro se observé expresion citoplasmatica de prohepcidina en hepatocitos
cercanos a vasos sanguineos (Figura 27A). Sin embargo, la inmunomarcacién del pro-péptido
de hepcidina en sobrecarga de hierro se detecté en la mayoria de los hepatocitos del
estroma (Figura 27B). En sobrecarga y en adecuado hierro, las células de Kupffer fueron

inmunonegativas para prohepcidina (Figuras 27A y B).

Figura 27. Inmunolocalizacion de prohepcidina en higado en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A)
Prohepcidina en hepatocitos de ratdén con adecuado hierro (flecha); B) Prohepcidina en hepatocitos (flecha) y
hemosiderina en células de Kupffer (marcacion azul) de ratdn con sobrecarga de hierro. Los tejidos se
procesaron para la técnica de doble tincion segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). VS: vaso
sanguineo. La barra representa 20 um.

2.3.1.5. L-ferritina hepatica

Para evaluar si los cambios en la expresiéon hepatica de DMT1 y ZIP14 se relacionan con el
almacenamiento de hierro en el higado, se analizé la expresién de L-ferritina en este érgano
en el Modelo de Sobrecarga de Hierro.

En adecuado hierro, la inmunomarcacién de L-ferritina se observo principalmente en los
hepatocitos asociados a vasos sanguineos (Figura 28A). Sin embargo, en exceso de hierro la
expresion de L-ferritina se inmunolocalizé en la mayoria de los hepatocitos del estroma

(Figura 28B).
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Figura 28. Inmunolocalizacion de L-ferritina en higado en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) L-ferritina en
hepatocitos de ratén con adecuado hierro (flecha); B) L-ferritina en hepatocitos (flecha) y hemosiderina en
células de Kupffer (marcacidn azul) de raton con sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para la técnica
de doble tincién segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). VS: vaso sanguineo. La barra
representa 20 um.

2.3.2. Modelo de Deficiencia de Hierro

2.3.2.1. Estado del hierro hepatico y esplénico
2.3.2.1.1. Estudio cuantitativo del hierro

El nivel tisular de hierro mostré una disminucidn significativa en higado y en bazo en
deficiencia de hierro respecto al control (4,02 + 0,88 umol/gr tej. vs. 11,50 + 2,37 umol/gr
tej.) y (3,96 £ 0,95 umol/gr tej. vs. 25,74 + 2,15 umol/gr tej.), respectivamente (Figuras 29A y
B).

- 15 - A o 30 - B
= ~ 325 -
[ [
i E i
g 10 5
S5 8515 1
= o=, C .=
W 5 w* @ T 10 |
a o+ S
< ] 5 -
2 o
@ 0 - o 0 -
T Control Deficiencia de T Control Deficiencia de
hierro hierro

Figura 29. Hierro hepatico y esplénico en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) Hierro hepatico; B)
Hierro esplénico. Las muestras tisulares se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos
(n=6/grupo). Los datos se expresan como la media + desvio estandar; ** p < 0.01 deficiencia de hierro
vs. control.
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2.3.2.1.2. Estudio cualitativo del hierro

Los depdsitos de hemosiderina esplénicos en la condicion control fueron muy
abundantes en la pulpa roja (Figura 30A). Sin embargo, en deficiencia de hierro se
observaron escasos depdsitos de hemosiderina en la pulpa roja (Figura 30B). En el higado no

se detecté hemosiderina tanto en deficiencia de hierro como en el control (Figuras 31A y B).

Figura 30. Hemosiderina en bazo en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) Hemosiderina en células de
la pulpa roja del bazo de ratdn control (marcacién azul); B) Hemosiderina en células de la pulpa roja del
bazo de ratdn con deficiencia de hierro (marcacién azul). Los tejidos se procesaron para la tincion de
Perls’s seguin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.

Figura 31. Hemosiderina en higado en el Modelo de Deficiencia de hierro. A) Ausencia de
hemosiderina en higado de ratén control; B) Ausencia de hemosiderina en higado de ratén con

deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron para la tinciéon de Perl’s segun lo descripto en
Materiales y Métodos (n=4/grupo). VS: vaso sanguineo. La barra representa 20 um.
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2.3.2.2. Transportador de metales divalentes 1 duodenal y hepatico

2.3.2.2.1. Duodeno

Por inmunohistoquimica se observé que DMT1 se localiza en el citoplasma en enterocitos
presentando una distribucion homogénea (Figura 32A). En deficiencia de hierro se identificd

una intensa expresién de DMT1 localizada en la membrana apical de enterocitos (Figura

32B). Los controles negativos no mostraron inmunoreactividad (Figura 33).

PG

Figura 32. Inmunolocalizacién de DMT1 en duodeno en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) DMT1 en
enterocitos de ratén control (flecha); B) DMT1 en enterocitos de ratén con deficiencia de hierro (flecha). Los
tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La

barra representa 20 um.

2.3.2.2.2. Higado

La inmunomarcacion citoplasmatica de DMT1 en hepatocitos fue moderada en la
condiciéon control y débil en deficiencia de hierro (Figuras 34A y B). En las células de Kupffer

no se detectd inmunomarcacion de DMT1 tanto en deficiencia de hierro como en la
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condicién control (Figuras 34A y B). Los controles negativos no mostraron

inmunoreactividad (Figura 35).

Figura 34. Inmunolocalizacion de DMT1 en higado en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) DMT1 en
hepatocitos de ratén control (flecha); B) DMT1 en hepatocitos de ratén con deficiencia de hierro (flecha). Los
tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). VS:
vaso sanguineo. La barra representa 20 um.

Figura 35. Control negativo del
tejido hepatico en el Modelo de
Deficiencia de hierro. Tejido
hepatico incubado con PBS en lugar
del anticuerpo primario. Los tejidos

Vs " se procesaron segun lo descripto en
Materiales y Métodos. VS: vaso
sanguineo. La barra representa 20
pm.

[

2.3.2.3. L-ferritina hepatica

En la condicién control se observd abundante expresidon citoplasmatica de L-ferritina en
los hepatocitos del estroma siendo mas evidente en los asociados a vasos sanguineos (Figura
36A). En el modelo de deficiencia de hierro la expresién de L-ferritina fue débil en los

hepatocitos asociado a vasos sanguineos (Figura 36B).
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Figura 36. Inmunolocalizacion de L-ferritina en higado en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) L-ferritina en
hepatocitos de ratén control (flecha); B) L-ferritina en hepatocitos de ratén con deficiencia de hierro (flecha).
Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo).

VS: vaso sanguineo. La barra representa 20 um.
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Capitulo 3

Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en pancreas
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3.1 INTRODUCCION

Las células endocrinas del pancreas son susceptible al hierro libre debido a que expresan
bajos niveles de las enzimas que participan en la destruccion de especies reactivas de
oxigeno evitando el dafio oxidativo, como son la catalasa y la superdxido dismutasa (Lenzen
at al., 1996). El hierro en exceso como factor etioldgico de enfermedades del pancreas
endocrino fue descripto por primera vez en la hemocromatosis (Opie, 1899). La base
patogénica de esta enfermedad hereditaria se origina por mutaciones del gen de hepcidina
y de las proteinas que regulan su sintesis como HJV, HFE y RTf2 y su funcion como FPN
(Beutler, 2006). En la hemocromatosis hereditaria por mutacién del gen de hepcidina
(HAMP), la reducida sintesis de hepcidina produce sobrecarga de hierro a través de la
estabilizacidon del exportador de hierro FPN en la membrana de los enterocitos, produciendo
una exacerbada absorcién duodenal de hierro (Ulvik, 2015). Los pacientes con
hemocromatosis cursan con una alteracién de la funcidén pancreatica que se manifiesta con
una marcada reduccion en la sintesis de insulina probablemente por la injuria oxidativa
inducida por el hierro libre (Simcox & McClain, 2013).

Aun considerando los avances realizados sobre la relacién funcional entre el pancreasy el
hierro, se han aclarado parcialmente las vias moleculares que participan en la captacion
pancreatica del exceso de hierro que produce el dafio celular.

Nuestros estudios amplian el conocimiento sobre la movilizacién y el depdsito del exceso
de hierro pancreatico mediado por el importador DMT1, la hormona hepcidina y la proteina

de depdsito ferritina.

3.2. DESCRIPCION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DEL PANCREAS

El pancreas es un drgano situado retroperitonealmente a nivel de la segunda y tercera
vértebras lumbares que se divide en tres regiones denominadas cabeza, cuello y cola. Este
6rgano se encuentra recubierto por una cdpsula delgada de tejido conectivo laxo que
subdividen al tejido glandular en lobulillos.

El pancreas esta formado por dos regiones estructural y funcionalmente diferenciadas,
denominadas pancreas exocrino y pancreas endocrino.

El pancreas endocrino sintetiza y libera hacia la sangre hormonas que regulan el

metabolismo de la glucosa, los lipidos y las proteinas. La zona endocrina del pancreas se
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divide en agrupaciones celulares pequefias (1-2 % del volumen total) llamadas islotes de
Langerhans que se distribuyen en toda la glandula, siendo mas numerosos en la cola.

Las células que componen los islotes de Langerhans forman una masa compacta de
células epiteliales en cuyo centro hay una red de capilares. Las células endocrinas estan
polarizadas hacia éstos capilares para liberar las hormonas que sintetizan hacia la
circulacién. Los islotes estan separados del tejido acinar adyacente por una fina capa de
fibras reticulares que se extiende hacia su interior revistiendo los capilares. Se observan
cuatro tipos principales de células endocrinas en los islotes, cada uno de los cuales secreta
una hormona diferente: células a (células A) que secretan glucagdn; células B (células B) que
secretan insulina; células 6 (células D) que secretan somatostatina, y células F que secretan
polipéptido pancreatico. En todos los tipos celulares, el contenido de los granulos de
secrecion se libera mediante exocitosis hacia el espacio extracelular en donde se dispersa
para actuar sobre las células adyacentes dentro del mismo islote o para liberarse a la
circulacién sanguinea a través de los poros que presentan los capilares (Figura 37).

El pdncreas exocrino sintetiza y secreta, hacia el duodeno, enzimas que son
indispensables para la digestion. La zona del pancreas exocrino es una glandula acinar
dividida en lobulillos que estan unidos entre si por tejido conectivo, donde estan presentes
los vasos sanguineos vy linfaticos, los nervios y los conductos interlobulillares. Los acinos
pancreaticos son estructuras redondas u ovaladas formadas por células epiteliales
piramidales denominadas células acinares, que se ubican en una capa Unica alrededor de la
luz. En el interior de algunos acinos pancreaticos se distinguen células mas palidas

denominadas células centroacinares (Figura 37).
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Figura 37. Diagrama esquematico del pancreas.
Gartner y Hiatt. Atlas Color Histologia. 4° edicidn (1998)
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Estado del hierro pancreatico
3.3.1.1. Estudio cuantitativo del hierro
En sobrecarga de hierro se observd un aumento significativo del hierro pancredtico

(106,96 £ 0,30 umol/gr tej) comparado con el estado de adecuado hierro (0,30 £ 0,19 umol/gr
tej) (Figura 38).
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Figura 38. Hierro pancreatico en el Modelo de Sobrecarga
de Hierro. Ratones con sobrecarga de hierro inducida por la
administracion de Hierro-Sacarato los dias 0, 5, 10 y 15 del
protocolo experimental (dosis total= 1,3 g/Kg peso); a
ratones con adecuado hierro (control) se les administré
solucién fisioldgica. Las muestras tisulares se procesaron
segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=6/grupo).
Los datos se expresan como la media + desvio estandar; ** p
< 0.01 sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.

3.3.1.2. Estudio cualitativo del hierro

Cuando se analizo la distribucion de hemosiderina en exceso de hierro se observé su
presencia en las células del tejido conectivo interlobulillar y perilobulillar de la zona acinar
(Figuras 39B y D). En adecuado hierro no se observd depdsito de hemosiderina en el tejido

pancratico (Figuras 39Ay C).
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Figura 39. Hemosiderina en pancreas en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Ausencia de hemosiderina en
células del islote de Langerhans en el pancreas de ratén con adecuado hierro (flecha); B) Ausencia de
hemosiderina en células del islote de Langerhans en el pancreas de ratdon con sobrecarga de hierro (flecha); C)
Ausencia de hemosiderina en células acinares (flecha) y en células del tejido conectivo (punta de flecha) en el
pancreas de ratén con adecuado hierro; D) Ausencia de hemosiderina en células acinares (flecha) y presencia
de hemosiderina en células del tejido conectivo (punta de flecha) en el pancreas de ratén con sobrecarga de
hierro. Los tejidos se procesaron para la tincion de Perl’'s segin lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo). La barra representa 20 um.

3.3.2. Transportador de metales divalentes 1 pancreatico

Por inmunohistoquimica identificamos a DMT1 en el tejido pancreatico, principalmente
localizado en las células de los islotes de Langerhans en el estado de adecuado hierro
(control) (Figura 40A). En sobrecarga de hierro la expresion de DMT1 en los islotes fue
menos evidente respecto al control (Figura 40B). Los controles negativos no mostraron
inmunoreactividad (Figuras 41Ay B).

La menor inmunomarcacion de DMT1 en exceso de hierro respecto al estado de

adecuado hierro, fue confirmada por la técnica de Western blot (Figura 42).
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Figura 40. Inmunolocalizacion de DMT1 en pancreas en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) DMT1 en
células del islote de Langerhans de ratén con adecuado hierro (flecha); B) DMT1 en células del islote de
Langerhans de ratén con sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la técnica de doble
tincidn segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.

Figura 41. Control negativo del tejido pancreatico en el Modelo de Sobrecarga de
Hierro. A) Tejido pancreatico de ratén con adecuado hierro incubado con PBS en
lugar del anticuerpo primario; B) Tejido pancreatico de ratén con sobrecarga de
hierro incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. Los tejidos se procesaron
segun lo descripto en Materiales y Métodos. La barra representa 20 um.
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Figura 42. Western blot de DMT1 pancreatico en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. AFe: DMT1 en
pancreas de ratén con adecuado hierro; SCFe: DMT1 en pdncreas de ratén con sobrecarga de hierro. Los
tejidos se procesaron para Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los
datos se expresan como la media * desvio estandar; * p < 0.05 sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.
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3.3.3. Prohepcidina pancreatica

Como describimos anteriormente, el estudio de la molécula hepcidina (péptido maduro)
se llevé a cabo caracterizando la expresién de la prohepcidina (pro-péptido) dada la relacion
directa descripta entre ambas moléculas (Valore & Ganz, 2008).

En sobrecarga y en adecuado hierro, prohepcidina fue identificada en las células de los
islotes de Langerhans (Figuras 43A y B). En adecuado hierro escasas células endocrinas
fueron inmunopositivas para prohepcidina, mientras que en sobrecarga de hierro aumentd

la inmunomarcacion del pro-péptido (Figuras 43Ay B).

Figura 43. Inmunolocalizacion de prohepcidina en pancreas en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A)
Prohepcidina en células del islote de Langerhans de ratdn con adecuado hierro (Flecha); B) Prohepcidina en
células del islote de Langerhans de ratén con sobrecarga de hierro (Flecha). Los tejidos se procesaron para la
técnica de doble tincidn segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.

3.3.4. L-ferritina pancreatica

La inmunomarcacion de L-ferritina en los islotes de Langerhans fue intensa en adecuado
hierro (control) y débil en sobrecarga de hierro (Figuras 44A y B). En el control no se detecté
inmunomarcacion de L-ferritina en la zona acinar (Figura 44C). En exceso de hierro se
identificd evidente expresion de L-ferritina en células acinares y en células del tejido

conectivo interlobulillar y perilobulillar (Figura 44D).
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Figura 44. Inmunolocalizacion de L-ferritina en pancreas en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) L-ferritina
en células del islote de Langerhans de ratdn con adecuado hierro (flecha); B) L-ferritina en células del islote de
Langerhans de ratdon con sobrecarga de hierro (flecha); C) Ausencia de L-ferritina en células acinares (flecha) y

en células del tejido conectivo (punta de flecha) de ratén con adecuado hierro; D) L-ferritina en células acinares
(flecha) y en células del tejido conectivo (punta de flecha) de raton con sobrecarga de hierro. Los tejidos se
procesaron para la técnica de doble tincion segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra
representa 20 pum.
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Capitulo 4

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en rinon
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4.1. INTRODUCCION

La identificaciéon y caracterizacion de hepcidina en nuestro laboratorio nos alenté a
avanzar en el estudio del ciclo del hierro y sus alteraciones en el rifidn (Veuthey et al., 2008).
La relacion entre la enfermedad renal y el hierro se ha descripto en patologias renales que
presentan aumento de los niveles de hierro de etiologia diversa (Shah et al., 2007). Sin
embargo, las vias moleculares que median la sobrecarga de hierro en este érgano no han
sido totalmente aclaradas.

A continuacion describiremos como abordamos estudios integrativos de las proteinas del
hierro, evaluando la regulacion de hepcidina y de los transportadores de hierro como RTf1,

ZIP14 y DMT1, en Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.

4.2. DESCRIPCION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DEL RINON

Lo rifiones forman parte del sistema urinario. La estructura y funcidon estan
estrechamente relacionadas en el rifidén. Por lo tanto, es necesario realizar una descripcién
de la anatomia macroscdpica y de las caracteristicas histolégicas del rifién, para comprender
aspectos de la funcién renal relacionados con nuestros estudios del metabolismo del hierro.

Los rifiones son érganos pares situados en la pared abdominal por detrds del peritoneo.
La cara medial de cada rifidn presenta una hendidura o hilio a través del cual pasan la
arteria y la vena renal, los nervios, el uréter y la pelvis.

El corte transversal del rifndn muestra dos regiones, una region externa o corteza y una
interna o médula, formadas por la disposicién organizada de las nefronas, vasos sanguineos,
vasos linfaticos y nervios.

La médula se divide en areas denominadas pirdmides renales. La base de la pirdmide se
origina en la zona corticomedular y el dpice termina en un papila que drena la orina en los
calices menores vy, posteriormente, en los calices mayores que terminan en la pelvis renal,
gue se continua con el uréter que lleva la orina desde la pelvis renal a la vejiga urinaria.

La ultraestructura de la nefrona, unidad funcional renal, se compone de un corpusculo
renal o glomérulo, tubulo proximal, asa de Henle ascendente y descendente, tubulo distal y
sistema de tubulos colectores (Figura 45). El glomérulo esta formado por los capilares y la
capsula de Bowman. Cada segmento tubular estda formado por células que realizan

funciones de transporte especificas. Las células del tubulo proximal tienen una membrana
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apical intensamente amplificada, o borde en cepillo, que esta solo presente en este tubulo.
La membrana basolateral (lado sanguineo de estas células) presenta numerosa
invaginaciones con mitocondrias.

En nuestros estudios, las estructuras tubulares corticales fueron identificadas aplicando
criterios morfoldgicos basados en las caracteristicas celulares del epitelio tubular renal. El
tubulo proximal fue identificado por su epitelio caracteristico de células cubicas y su
distribucidn principalmente en la corteza renal. Para diferenciar los segmentos S1, S2 y S3
del tubulo proximal nos basamos en su epitelio y en su ubicacién. Los segmentos S1 y S2
proximales se localizan mayoritariamente en la corteza cercanos a la zona glomerular y el
segmento S3 se ubica en el limite entre la corteza y la zona externa medular. Las
caracteristicas histoldgicas también nos permitieron diferenciar los distintos segmentos
proximales por el didmetro de su luz tubular, porque en los segmentos S1 y S3 es
caracteristico un menor lumen tubular que en el segmento S2 (Wolff et al., 2011).

Las ramas descendentes y ascendentes delgadas del asa de Henle, presentan superficies
apicales y basolaterales escasamente desarrolladas y con escasas mitocondrias. Las células
del tubulo ascendente grueso de Henle y distal tienen abundantes mitocondrias y extensos
plegamientos en la membrana basolateral.

El 80 % de las nefronas, denominadas “nefronas superficiales”, estan en la corteza renal y
el 20 % restante, llamadas “nefronas yuxtamedulares”, estan en la médula interna. El
glomérulo de las nefronas yuxtamedulares se localiza en la corteza adyacente a la médula.
Ambos subtipos de nefronas difieren anatdmicamente en aspectos con relevancia funcional,
en las yuxtaglomerulares el asa de Henle es mas larga que en las superficiales y la arteria

eferente forma los vasos rectos ademas de los capilares peritubulares.
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Figura 45. Diagrama esquematico del rifidon
Stuart Ira Fox. Doceava Edicion.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Modelo de Sobrecarga de Hierro

4.3.1.1. Estado del hierro renal
4.3.1.1.1. Estudio cuantitativo del hierro

En sobrecarga de hierro se observé un aumento significativo del hierro renal (7,20
0,60 umol/ gr tej.) comparado con la condicion de adecuado hierro (2,60 * 1,30 umol/ gr

tej.) (Figura 46).

- 10 - Figura 46. Hierro renal en el
%” Modelo de Sobrecarga de Hierro.
E%‘c'? Los tejidos se procesaron segun lo
B % 5 descripto en Materiales y Métodos
g = i (n=6/grupo). Los datos se expresan
E como la media * desvio estandar;

T 0 :

%k < H
Adecuado hierro  Sobrecarga de p < 0.01 sobrecarga de hierro vs.

hierro adecuado hierro.
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4.3.1.1.2. Estudio cualitativo del hierro

La Tincién de Perl’s evidencié la ausencia de hemosiderina en el tejido renal cortical en
adecuado hierro (Figuras 47A y C). En exceso de hierro se detecté abundante hemosiderina
en la corteza renal, localizada en glomérulos y en tubulos proximales identificados segun su
morfologia (Figura 47B y D). El estudio de la distribucion de hemosiderina en los segmentos
de estos tubulo en sobrecarga de hierro mostré localizacion de los depésitos en los

segmentos S1 y S2 (Figura 47D). En la médula renal interna y externa no se observd

hemosiderina en sobrecarga y en adecuado hierro (Figuras 48A-D).

Figura 47. Hemosiderina en corteza renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Ausencia de
hemosiderina en corteza en ratén con adecuado hierro; B) Hemosiderina en corteza de ratén con sobrecarga
de hierro (marcacidn azul); C) Ausencia de hemosiderina en el glomérulo (G) y en segmentos S1 (flecha) y S2
(punta de flecha) del tubulo proximal de ratén con adecuado hierro; D) Hemosiderina en el glomérulo (G) y en
segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tibulo proximal de ratdn con sobrecarga de hierro. Los tejidos
se procesaron para la tincion de Perl’s segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra
representa 20 um.
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Figura 48. Hemosiderina en médula renal en el Modelo de Sobrecarga de
hierro. A) Ausencia de hemosiderina en médula externa de ratén con
adecuado hierro; B) Ausencia de hemosiderina en médula externa de ratén
con sobrecarga de hierro; C) Ausencia de hemosiderina en médula interna
de ratén con adecuado hierro; D) Ausencia de hemosiderina en médula
interna de ratén con sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para la
tincién de Perl’s segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo).
La barra representa 20 um.

4.3.1.2. Transportador de metales divalentes 1 renal

En adecuado hierro (control), la inmunolocalizaciéon cortical del importador DMT1 fue
evidente en los tubulos proximales (Figura 49A). Cuando se analizé la presencia de DMT1 en
los distintos segmentos tubulares se observé una intensa inmunomarcacion citoplasmatica
en las células tubulares del segmento S2 y débil en las células de los segmentos S1 y S3
(Figuras 49C y E). En sobrecarga de hierro la inmunomarcacién de DMT1 en tubulos
proximales corticales fue menos evidente que la observada en el control (Figura 49B). El
analisis de la distribucion de DMT1 en los segmentos tubulares mostré una
inmunomarcacion citoplasmatica débil en las células epiteliales del segmento S2 y no se
observd en las células de los segmentos S1 y S3 (Figuras 49D y F). El analisis de la zona
medular renal en la condicion con sobrecarga de hierro evidenci6 una marcacién
citoplasmatica de DMT1 menos intensa en las células tubulares de la médula interna,
respecto a la condicion con adecuado hierro (Figuras 50C y D). En la médula externa no se
observd inmunomarcacién de DMT1 en ambas condiciones estudiadas (Figuras 50A y B). En

los controles negativos no se detectd inmunoreactividad (Figuras 51A-D).
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Por Western blot confirmamos que la expresién de DMT1 en rifidn en exceso de hierro

disminuyo significativamente en adecuado hierro (Figura 52).

Figura 49. Inmunolocalizacion de DMT1 en corteza renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) DMT1 en
corteza de ratén con adecuado hierro (flecha); B) DMT1 en corteza de raton con sobrecarga de hierro (flecha);
C) DMT1 en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tibulo proximal de ratén con adecuado hierro; D)
DMT1 en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tibulo proximal de ratén con sobrecarga de hierro;
E) DMT1 en segmentos S3 del tubulo proximal de ratén con adecuado hierro (flecha); F) DMT1 en segmentos
S3 del tubulo proximal de ratén con sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la técnica de
doble tincidon (inmunohistoquimica + tinciéon de Perl’s) segin lo descripto en Materiales y Métodos

(n=4/grupo). La barra representa 20 pm.
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Figura 50. Inmunolocalizacion de DMT1 en médula en el Modelo de Sobrecarga de hierro. A) Ausencia de
DMT1 en médula externa de raton con adecuado hierro; B) Ausencia de DMT1 en médula externa de ratéon con
sobrecarga de hierro; C) DMT1 en médula interna de ratén con adecuado hierro (flecha); D) DMT1 en médula
interna de ratén con sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron segun lo descripto en Materiales y
Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.

Figura 51. Control negativo del tejido
renal en el Modelo de Sobrecarga de
Hierro. Tejido renal incubado con PBS
en lugar del anticuerpo primario. A)
Corteza renal de ratén con adecuado
hierro; B) Médula renal de ratén con
adecuado hierro; C) Corteza renal de
ratdbn con sobrecarga de hierro; D)
Médula renal de ratén con sobrecarga
de hierro. Los tejidos se procesaron
segun lo descripto en Materiales vy
Métodos. La barra representa 20 pm.
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Figura 52. Western blot de DMT1 renal en el Modelo de
Sobrecarga de Hierro. AFe: DMT1 en rifidén de ratén con
adecuado hierro; SCFe: DMT1 de rifidn en ratdon con
sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para
Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo); * p < 0.05 sobrecarga de hierro vs. adecuado
hierro.

4.3.1.3. Receptor de transferrina 1 renal

La expresidn del RTfl en adecuado hierro fue evidente en tubulos proximales corticales
(Figura 53A). Cuando se analizo la presencia del RTf1 en los distintos segmentos tubulares se
observé que en las células tubulares del segmento S2 fue mas intensa que en las células de
los segmentos S1y S3, con localizacidn citoplasmatica (Figuras 53Cy E). En exceso de hierro
la expresion del RTfl en el tdbulo proximal fue débil respecto a la condicién control
(adecuado hierro) (Figura 53B). Cuando se analizé la inmunomarcacién del RTfl en cada
segmento tubular, se lo identificé en el citoplasma de las células epiteliales del segmento S2
y no en las células de los segmentos S1 y S3 (Figuras 53D y F). En la médula interna, la
inmunomarcacién del RTf1 fue evidente en la membrana apical de las células tubulares en
adecuado hierro (Figura 54C). Sin embargo, su expresién en exceso de hierro fue débil y se

localizé en el citoplasma de las células de la médula interna (Figura 54D).

125



Resultados

Figura 53. Inmunolocalizacién del RTfl en corteza renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) RTfl en
corteza de ratdn con adecuado hierro (flecha); B) RTf1 en corteza de ratén con sobrecarga de hierro (flecha); C)
RTf1 en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tibulo proximal de ratén con adecuado hierro; D) RTf1
en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tubulo proximal de ratén con sobrecarga de hierro; E) RTf1
en segmentos S3 del tibulo proximal de ratén con adecuado hierro (flecha); F) RTfl en segmentos S3 del
tubulo proximal de ratén con sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la técnica de doble
tincidn segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 54. Inmunolocalizacién del RTfl1 en médula renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Ausencia
de RTf1 en médula externa de ratdn con adecuado hierro; B) Ausencia de RTf1 en médula externa de ratéon con
sobrecarga de hierro; C) RTf1 en médula interna de ratén con adecuado hierro (flecha); D) RTf1 en médula
interna de ratdon con sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tincidn
segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.

4.3.1.4. ZIP14 renal

En los tubulos proximales corticales identificamos la expresiéon de ZIP14 en adecuado
hierro (Figura 55A). Cuando se analizd la expresion de este importador de hierro en los
segmentos tubulares se observé inmunomarcacién en la membrana apical de las células
epiteliales del segmento S2 (Figura 55C). En exceso de hierro, la inmunomarcaciéon de ZIP14
en tubulos proximales fue intensa respecto al control, observandose principalmente en la
membrana apical de las células del segmento S2 y en el citoplasma en las del segmento S1
(Figuras 55B y D). En la médula externa en sobrecarga y en el control, ZIP14 se localizé en la
membrana apical en las células tubulares, siendo negativa su inmunomarcacién en la
médula interna en ambas condiciones (Figuras 56A-D).
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La intensidad de la inmunomarcacién de ZIP14 en exceso de hierro respecto al control
fue confirmada por la técnica de Western blot, cuyos resultados mostraron un aumento

significativo del nivel de este importador en el rifién en sobrecarga de hierro (Figura 57).

Figura 55. Inmunolocalizacién de ZIP14 en corteza renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) ZIP14 en

corteza de ratén con adecuado hierro (flecha); B) ZIP14 en corteza de ratén con sobrecarga de hierro (Flecha);
C) ZIP14 en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tubulo proximal de ratén con adecuado hierro; D)
ZIP14 en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tibulo proximal de ratén con sobrecarga de hierro.
Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tincidon segun lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 56. Inmunolocalizacién de ZIP14 en médula renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) ZIP14 en
médula externa de ratones con adecuado hierro; B) ZIP14 en médula externa de ratones con sobrecarga de
hierro; C) Ausencia de ZIP14 en médula interna de ratones con adecuado hierro; D) Ausencia de ZIP14 en
médula interna de ratones con sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tincién

segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 57. Western blot de ZIP14 renal en el Modelo de
Sobrecarga de Hierro. AFe: ZIP14 en rifion de ratén con

adecuado hierro; SCFe: ZIP14 de rindn en ratén con
sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para Western
blot segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo);
* p < 0.05 sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.

4.3.1.5. Prohepcidina renal

En adecuado hierro la inmunomarcacion de prohepcidina fue positiva en tubulos
proximales (Figura 58A). El analisis de la distribucidon del pro-péptido de hepcidina en los
segmentos tubulares mostré moderada presencia citoplasmatica en las células tubulares del
segmento S2 y mas débil en las células de los segmentos S1 y S3 (Figuras 58C y E). Sin
embargo, en exceso de hierro se observd una positividad intensa de prohepcidina,
localizada en el citoplasma de las células epiteliales de los segmentos tubulares S1, S2 y S3
(Figuras 58B, D y F). El anadlisis de la expresidn del pro-péptido en la zona medular interna
mostrd positividad intensa de prohepcidina en el citoplasma de células tubulares en

sobrecarga de hierro respecto al estado de adecuado hierro (Figuras 59A y B).
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Figura 58. Inmunolocalizaciéon de prohepcidina en corteza renal en el Modelo de Sobrecarga de hierro. A)
Prohepcidina en corteza de ratén con adecuado hierro (flecha); B) Prohepcidina en corteza de ratén con
sobrecarga de hierro (flecha); C) Prohepcidina en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tubulo
proximal de ratén con adecuado hierro; D) Prohepcidina en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del
tubulo proximal de ratén con sobrecarga de hierro; E) Prohepcidina en segmentos S3 del tubulo proximal de
ratéon con adecuado hierro (flecha); F) Prohepcidina en segmentos S3 del tubulo proximal de ratén con
sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tincidn segun lo descripto en
Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.
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Figura 59. Inmunolocalizacion de prohepcidina en
médula renal en el Modelo de Sobrecarga de Hierro.
A) Prohepcidina en médula interna de ratéon con
adecuado hierro (flecha); B) Prohepcidina en médula
interna de ratén con sobrecarga de hierro (flecha). Los
tejidos se procesaron para la técnica de doble tincion
segin lo descripto en Materiales y Meétodos
(n=4/grupo). La barra representa 20 pm.

4.3.1.6. L-ferritina renal

Cuando estudiamos la expresion de L-ferritina en adecuado hierro observamos débil
inmunomarcacion en los tubulos proximales, localizada en el citoplasma de las células
epiteliales tubulares del segmento S2 (Figuras 60A y C). Sin embargo, en sobrecarga de
hierro se observo intensa positividad citoplasmatica de L-ferritina en las células epiteliales
de los segmentos S1 y S2 del tubulo proximal (Figuras 60B y D). El estudio de la zona
medular renal en exceso y en adecuado hierro evidencié que la inmunomarcacién de L-

ferritina en médula interna y externa fue negativa (Figuras 61A-D).

132



Resultados

Figura 60. Inmunolocalizacién de L-ferritina en corteza renal en el Modelo de Sobrecarga de hierro. A) L-
ferritina en corteza de ratdon con adecuado hierro (flecha); B) L-ferritina en corteza de ratéon con sobrecarga de
hierro (flecha); C) L-ferritina en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tubulo proximal de ratén con
adecuado hierro; D) L-ferritina en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tubulo proximal de ratén
con sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tincion seguin lo descripto en
Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.
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4.3.2. Modelo de Deficiencia de Hierro

Estudios previos de nuestro laboratorio sugirieron que en deficiencia de hierro el rifién
podria reabsorber el hierro a través del importador DMT1 como en la anemia aguda
inducida por una droga hemolitica (Veuthey et al., 2008). A partir de este hallazgo nos
propusimos ampliar el conocimiento de la regulacién renal del hierro en deficiencia

estudiando las proteinas que regulan su movilizacidn.

4.3.2.1. Estado del hierro renal
4.3.2.1.1. Estudio cuantitativo del hierro

En deficiencia de hierro no se observd diferencias significativas del hierro renal (2,25 +

1,09 umol/ gr tej.) respecto a la condiciéon control (3,10 + 1,28 umol/ gr tej.) (Figura 62).

. 500
—
oo
—
o [
E ) T
= O
— T
g =
o 8
|
(o]
=
9
k5 0,00 +
Control Deficiencia de
hierro

Figura 62. Hierro renal en el Modelo de Deficiencia
de Hierro. Ratones con deficiencia de hierro inducida
por extraccion de 500 pl de sangre cada 5 dias
durante 25 dias; a ratones control se les realizd una
operacion simulada sin extraccidn sanguinea. Los
tejidos se procesaron segin lo descripto en
Materiales y Métodos (n=6/grupo). Los datos se
expresan como la media * desvio estandar.

4.3.2.1.2. Estudio cualitativo del hierro

En el estado de deficiencia de hierro y en el control no se detecté hemosiderina en el

tejido renal cortical y medular (Figuras 63A-F).
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E —  F . el
Figura 63. Hemosiderina en el tejido renal en el Modelo de Deficiencia de hierro.
A) Ausencia de hemosiderina en corteza de ratén control; B) Ausencia de
hemosiderina en corteza de raton con deficiencia de hierro; C) Ausencia de
hemosiderina en médula externa de ratdn control; D) Ausencia de hemosiderina en
médula externa de ratén con deficiencia de hierro; C) Ausencia de hemosiderina en
médula interna de ratdn control; D) Ausencia de hemosiderina en médula interna de
ratén con deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron para la tincidn de Perl’s
segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.

4.3.2.2. Transportador de metales divalentes 1 renal

En la condicidon control la inmunolocalizacién de DMT1 se identific6 en tubulos
proximales corticales (Figura 64A). El analisis de la localizacién tubular del importador
mostré una inmunopositividad intensa en el citoplasma de las células epiteliales del
segmento tubular S2 y menos pronunciada en las células epiteliales tubulares de los
segmentos S1 y S3, con distribucion homogénea (Figuras 64C y E). Por el contrario, en
deficiencia de hierro la expresion cortical de DMT1 se identificd en el citoplasma con
desplazamiento hacia la membrana apical en las células del epitelio tubular de los
segmentos S2 y S3, y en las células del segmento S1 del tdbulo proximal la
inmunoreactividad intracelular fue homogénea (Figuras 64B, D y F). La evaluacion de la zona

medular mostré una inmunopositividad de DMT1 mas intensa en la médula interna en
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deficiencia de hierro respecto al control (Figuras 65C y D). Sin embargo, en la médula
externa la expresion de DMT1 fue negativa tanto en deficiencia de hierro como en el control
(Figuras 65A y B). En los controles negativos no se detectd inmunoreactividad (Figuras 66A y

B).

Figura 64. Inmunolocalizacion de DMT1 en corteza renal en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) DMT1 en
corteza de ratdn control (flecha); B) DMT1 en corteza de ratén con deficiencia de hierro (flecha); C) DMT1 en
segmento S2 del tubulo proximal de ratén control (flecha); D) DMT1 en segmento S2 del tubulo proximal de
ratén con deficiencia de hierro (flecha); E) DMT1 en segmentos S3 del tubulo proximal de ratén control

(flecha); F) DMT1 en segmentos S3 del tdbulo proximal de ratdn con deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos
se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.

136



Resultados

w, : N - 8 7 At .- S
> o' 5 e R
g ';.. ‘ 4 . E Y &
L > .
/ L~ - d e - A by

Figura 65. Inmunolocalizacion de DMT1 en médula renal en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) Ausencia
de DMT1 en médula externa de ratén control; B) Ausencia de DMT1 en médula externa de ratén con
deficiencia de hierro; C) DMT1 en médula interna de ratén control (flecha); D) DMT1 en médula interna de

ratéon con deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron segun lo descripto en Materiales y Métodos

I
s

Figura 66. Control negativo del tejido renal en el Modelo de Deficiencia de
Hierro. Tejido renal incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. A)
Corteza renal; B) Médula renal. Los tejidos se procesaron segln lo descripto
en Materiales y Métodos. La barra representa 20 um.

4.3.2.3. Receptor de transferrina 1 renal
En la condicién control la inmunomarcacién del RTf1 fue positiva en el citoplasma de las
células de los tubulos proximales, mostrando mayor intensidad en las células del segmento

S2 y menor intensidad en las células de los segmentos S1 y S3 (Figuras 67A, C y E). En
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deficiencia de hierro, la inmunomarcaciéon del RTfl en el epitelio de los segmentos del
tubulo proximal mostré mayor intensidad en la membrana apical en S2 y en el citoplasma en
S1 respecto a la inmunoreactividad observada en el segmento S3 (Figuras 67B, Dy F). En la
médula interna, en deficiencia de hierro y en el control las células fueron inmunopositivas
para el RTfl, observandose su localizacion en la membrana celular apical en las células

tubulares (Figuras 68A y B).

Figura 67. Inmunolocalizacion del RTfl en corteza renal en el Modelo de Deficiencia de hierro. A) RTfl
en corteza de ratdn control (flecha); B) RTf1 en corteza de ratdn con deficiencia de hierro (flecha); C)
RTfl en segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tubulo proximal de ratén control; D) RTfl en
segmentos S1 (flecha) y S2 (punta de flecha) del tdbulo proximal de ratén con deficiencia de hierro; E)
RTf1 en segmentos S3 del tubulo proximal de ratén control (flecha); F) RTf1 en segmentos S3 del tubulo

proximal de ratdn con deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron segun lo descripto en

Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 68. Inmunolocalizacion de RTfl en médula renal en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) RTfl en
médula interna de ratén control (flecha); D) RTf1 en médula interna de ratdn con deficiencia de hierro (flecha).
Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo).
La barra representa 20 um.

4.3.2.4. Prohepcidina renal:

En la condicién control la inmunomarcacion de prohepcidina fue positiva en células del
epitelio tubular proximal cortical (Figura 69A). El estudio de la expresion del pro-péptido en
los segmentos tubulares mostré una inmunomarcacion citoplasmatica intensa en el
segmento S2 respecto del segmento S1 (Figura 69C). En deficiencia de hierro, la
inmunomarcacién de prohepcidina en el tubulo proximal fue débil respecto de la observada
en el control (Figura 69B). El andlisis de la inmunomarcacién del pro-péptido de hepcidina
en el epitelio de los segmentos tubulares mostrd una débil positividad citoplasmatica en las
células tubulares del segmento S2, siendo negativa la marcacién en las células epiteliales del
segmento S1 (Figura 69D). En la médula interna se observé que la inmunopositividad de
prohepcidina en el citoplasma de las células tubulares fue menos intensa en deficiencia de

hierro respecto a la condicién control (Figuras 70A y B).
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Figura 69. Inmunolocalizacion de prohepcidina en corteza renal en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A)
Prohepcidina en corteza de ratén control (flecha); B) Prohepcidina en corteza de ratdén con deficiencia de
hierro (flecha); C) Prohepcidina en el segmento S2 (flecha) del tubulo proximal de ratén control; D)
Prohepcidina en el segmento S2 (flecha) del tibulo proximal de ratén con deficiencia de hierro. Los tejidos se
procesaron para inmunohistoquimica segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra
representa 20 um.

Figura 70. Inmunolocalizacién de RTfl en médula renal en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) RTf1 en

médula interna de ratdn control (flecha); D) RTf1 en médula interna de ratéon con deficiencia de hierro (flecha).
Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo).
La barra representa 20 um.
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Capitulo 5

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en pulmon
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5.1. INTRODUCCION

La desregulacion de la homeostasis del hierro estd implicada en la patogénesis de un
amplio espectro de desérdenes pulmonares crénicos (Ghio, 2009). Los estudios que
describen el aumento del hierro en células pulmonares y en secreciones respiratorias, se
asocian generalmente a enfermedades que afectan la funcidon pulmonar, entre las que
podemos mencionar la proteinosis alveolar, la fibrosis quistica y el tabagquismo (Thompson
et al. 1991; Stites et al. 1999; Seymour & Presneill, 2002).

Los mecanismos que participan en la regulacién de la expresion de proteinas que
movilizan hierro en pulmdén se conocen parcialmente. En este contexto fue que abordamos
el estudio de importadores (ZIP14, DMT1 y RTf1), de reguladores (hepcidina y HFE) y del
exportador FPN en modelos animales de disfuncidn del hierro que representan patologias

relacionadas con la sobrecarga y la deficiencia de hierro.

5.2. DESCRIPCION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DEL PULMON

El aparato respiratorio estd formado por las estructuras que realizan el intercambio de
gases entre la atmdsfera y la sangre. Los érganos que componen el sistema respiratorio son
las cavidades nasales, la faringe, la laringe, la trdquea, los bronquios, los bronquiolos y los
pulmones.

Los pulmones son los drganos esenciales de la respiracién que se situan en la cavidad
toracica. Cada pulmodn tiene la forma de un semicono, esta contenido dentro de su propio
saco pleural en la cavidad toracica, y estd separado uno del otro por el corazén y otras
estructuras del mediastino. El pulmén izquierdo estd dividido en un Iébulo superior, que
presenta la escotadura cardiaca en donde se situa el corazén, y un Iébulo inferior. El pulmén
derecho esta dividido en tres lobulos: superior, medio e inferior. Los pulmones estan
formados principalmente por bronquiolos, alvéolos y vasos sanguineos.

Los bronquios se dividen una y otra vez hasta que su didmetro es inferior a 1 mm,
después de lo cual se conocen como bronquiolos y ya no tienen en sus paredes ni glandulas
mucosas ni cartilagos. Los bronquiolos se subdividen a su vez en bronquiolos terminales.

La unidad respiratoria es la zona del pulmdén que estd aireada por un bronquiolo
respiratorio. Los bronquiolos de mayor calibre tienen un epitelio cilindrico simple ciliado y

los de menor calibre un epitelio cubico simple. Cuando penetran en los lobulillos del
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pulmodn, se dividen en bronquiolos terminales y bronquiolos respiratorios. Los bronquiolos
respiratorios se contindan con los conductos alveolares y, estos, con los sacos alveolares
gue contienen estructuras pequefias llamadas alvéolos pulmonares (Figura 71). En los
alvéolos del pulmdn se lleva a cabo el intercambio de oxigeno y de didéxido de carbono,
proceso que se denomina hematosis.

La pared de los alvéolos se reduce a una delgada membrana de 4 micras de grosor. Uno
de sus lados contacta con el aire que llega de los bronquiolos y el otro se relaciona con la
red capilar, donde los glébulos rojos realizan la hematosis. En los alveolos se observan
principalmente dos tipos de células unidas entre si por uniones ocluyentes, los
neumonocitos tipo | y tipo Il. En la zona alveolar también se observan macréfagos
alveolares, que son células que pertenecen al sistema fagocitario mononuclear del aparato
inmunoldgico, cuya funcidn es fagocitar particulas extrafias que ingresan con el aire, como

el polvo (Figura 71).

Namero de
ramas

Bronquiolo terminal

(1) Traquea

(2) Bronquio
primario

(8 millones)

(60 000) Bronquiolos
terminales

Figura 71. Diagrama esquematico del pulmon.
Stuart Ira Fox. Fisiologia Humana. 12° edicion (2011).
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Modelo de Sobrecarga de Hierro
5.3.1.1. Estado del hierro pulmonar

5.3.1.1.1. Estudio cuantitativo del hierro

En sobrecarga de hierro se observd un aumento significativo del hierro pulmonar (106,8

+ 30,3 umol/ gr tej.) respecto a la condicién control (adecuado hierro) (0,6 + 0,1 umol/ gr

tej.) (Figura 72).
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Figura 72. Hierro pulmonar en el Modelo de
Sobrecarga de Hierro. Ratones con sobrecarga de
hierro inducida por la administracion Hierro-
Sacarato los dias 0, 5, 10 y 15 del protocolo
experimental (dosis total= 1,3 g/Kg peso); a
ratones con adecuado hierro (control) se les
administré Solucion Fisioldgica. Los tejidos se
procesaron segln lo descripto en Materiales y
Métodos (n=6/grupo). Los datos se expresan
como la media + desvio estandar; ** p < 0.01
sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.

5.3.1.1.2. Estudio cualitativo del hierro

En sobrecarga de hierro se detecté abundante depdsito de hemosiderina en macréfagos
alveolares identificados segun su morfologia (Figura 73D). En adecuado hierro (control) no

se detectd presencia de hemosiderina en el tejido pulmonar (Figuras 73Ay C).
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Figura 73. Hemosiderina en pulmodn en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) Ausencia de hemosiderina en
células bronquiales de ratén con adecuado hierro (flecha); B) Ausencia de hemosiderina en células bronquiales
de ratéon con sobrecarga de hierro (flecha); C) Ausencia de hemosiderina en macrdfagos alveolares de ratén
con adecuado hierro (flecha); D) Hemosiderina en macréfagos alveolares de ratén con sobrecarga de hierro
(flecha). Los tejidos se procesaron para la tincién de Perl’s segin lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo). La barra representa 20 um.

5.3.1.2. Transportador ZIP14 pulmonar

En adecuado hierro se identificd la inmunolocalizacion del transportador ZIP14 en el
citoplasma de las células bronquiales (Figura 74A). En exceso de hierro se observé mayor
inmunopositividad de ZIP14 en el citoplasma de las células bronquiales respecto al estado
de adecuado hierro (Figura 74B). En los controles negativos no se detectd
inmunoreactividad (Figura 75A).

Por Western blot confirmamos que la expresion pulmonar de ZIP14 aumentd

significativamente en exceso de hierro respecto al estado de adecuado hierro (Figura 76).
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Figura 74. Inmunolocalizacion de ZIP14 en pulmdn en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) ZIP14 en células
bronquiales de ratén con adecuado hierro (flecha); B) ZIP14 en células bronquiales de ratén con sobrecarga de
hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y Métodos

(n=4/grupo). La barra representa 20 um.

A-Fe SC-Fe

~— 52 KDa
ZIP14
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(relativo a GAPDH)

GAPDH W

Figura 76. Western blot de ZIP14 pulmonar en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. AFe: ZIP14 en pulmdn de
ratéon con adecuado hierro; SCFe: ZIP14 en pulmoén de ratdén con sobrecarga de hierro. Los tejidos se
procesaron para Western blot segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos se expresan

100
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Figura 75. Control negativo del
tejido pulmonar en el Modelo de
Sobrecarga de Hierro. Tejido
pulmonar incubado con PBS en
lugar del anticuerpo primario
contrastado con hematoxilina.
Los tejidos se procesaron segun lo
descripto en  Materiales vy
Métodos. La barra representa 20
pm.

Adecuado hierro Sobrecarga de
hierro

como la media * desvio estandar; * p < 0.05 sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.
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5.3.1.3. Transportador de metales divalentes 1 pulmonar

La inmunolocalizacién de DMT1 en adecuado hierro se identificé en el citoplasma de las
células bronquiales (Figura 77A). En sobrecarga de hierro, la expresion de DMT1 se
inmunolocaliz6 en la membrana apical de las células bronquiales (Figura 77B). En
macroéfagos alveolares se observd que la inmunomarcacion citoplasmatica de DMT1 fue
similar en deficiencia de hierro y en el control (Figuras 77C y D). Los controles negativos no
mostraron inmunoreactividad (Figuras 78A-D).

Los estudios de Western blot mostraron que el nivel de DMT1 pulmonar no cambid en

sobrecarga de hierro respecto al estado de adecuado hierro (Figura 79).
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Figura 77. Inmunolocalizacion de DMT1 en pulmén en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) DMT1 en
células bronquiales de raton con adecuado hierro (flecha); B) DMT1 en células bronquiales de ratén con
sobrecarga de hierro (flecha); C) DMT1 en macréfagos alveolares de raton con adecuado hierro (flecha); D)
DMT1 en macréfagos alveolares de raton con sobrecarga de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para la
técnica de doble tincidn segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 79. Western blot de DMT1 pulmonar en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. AFe: DMT1 en
pulmén de ratén con adecuado hierro; SCFe: DMT1 en pulmén de ratén con sobrecarga de hierro. Los
tejidos se procesaron para Western blot segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los
datos se expresan como la media + desvio estandar.

5.3.1.4. Receptor de transferrina 1 pulmonar
Mediante la técnica de Western blot no se detectaron cambios en el nivel proteico

pulmonar del RTf1 en sobrecarga de hierro respecto al estado de adecuado hierro (Figura

80).
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Figura 80. Western blot de RTf1 pulmonar en el Modelo
de Sobrecarga de Hierro. AFe: RTf1l en pulmdn de ratén
con adecuado hierro; SCFe: RTf1 en pulmdn de ratén con
sobrecarga de hierro. Los tejidos se procesaron para
Western blot seguin lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo). Los datos se expresan como la media t
desvio estandar.

5.3.1.5. Ferroportina pulmonar

La inmunomarcacién del exportador de hierro ferroportina (FPN) se identifico en el
citoplasma de las células bronquiales en la condiciéon de adecuado hierro (Figuras 81A). En
exceso de hierro la positividad citoplasmatica de FPN fue mayor respecto a la observada en
adecuado hierro (Figuras 81A y B). En macrdfagos alveolares, la expresion de FPN fue similar
en sobrecarga y en adecuado hierro (Figuras 81Cy D).

Por la técnica de Western blot confirmamos que la expresién de FPN en pulmén aumentd

significativamente en exceso de hierro respecto al control (adecuado hierro) (Figura 82).
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&

S

Figura 81. Inmunolocalizacion de FPN en pulmén en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) FPN en células
bronquiales de ratén con adecuado hierro (flecha); B) FPN en células bronquiales de ratéon con sobrecarga de
hierro (flecha); C) FPN en macréfagos alveolares de ratén con adecuado hierro (flecha); D) FPN en macréfagos
alveolares de ratén con sobrecarga de hierro (flecha) Los tejidos se procesaron para la técnica de doble tincidn
segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 82. Western blot de FPN pulmonar en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. AFe: FPN en pulmén
de ratén con adecuado hierro; SCFe: FPN en pulmdn de ratdn con sobrecarga de hierro. Los tejidos se
procesaron para Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos se
expresan como la media * desvio estandar; * p < 0.05 sobrecarga de hierro vs. adecuado hierro.
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5.3.1.6. Prohepcidina pulmonar
La inmunomarcacién de prohepcidina se identific6 en el citoplasma de las células
bronquiales y de los macréfagos alveolares tanto en sobrecarga de hierro como en

adecuado hierro (Figuras 83Ay B).
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Figuré 83. Inrhunolocalizacién de prohepcidina en
pulmén en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A)
Prohepcidina en células bronquiales (flecha) y en
macréfagos alveolares (punta de flecha) de ratén con
adecuado hierro; B) Prohepcidina en células
bronquiales (flecha) y en macréfagos alveolares (punta
de flecha) de raton con sobrecarga de hierro. Los
tejidos se procesaron para la técnica de doble tincidn
segin lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo). La barra representa 20 um.

5.3.1.7. L-ferritina pulmonar

En adecuado hierro (control), la inmunolocalizacion de L-ferritina se identifico en el
citoplasma de las células bronquiales con una distribucién homogénea (Figura 84A). Sin
embargo, en sobrecarga de hierro L-ferritina se localizd en el citoplasma celular con

desplazamiento hacia la membrana apical (Figura 84B). En macréfagos alveolares, la
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inmunoreactividad de L-ferritina fue intensa en exceso de hierro respecto al estado de

adecuado hierro (Figuras 84Cy D).

sy - : s ¥ 2 .
Figura 84. Inmunolocalizacion de L-ferritina en pulmén en el Modelo de Sobrecarga de Hierro. A) L-ferritina
en células bronquiales de raton con adecuado hierro (flecha); B) L-ferritina en células bronquiales de ratén con
sobrecarga de hierro (flecha); C) L-ferritina en macréfagos alveolares de ratén con adecuado hierro (flecha); D)
L-ferritina en macréfagos alveolares de ratén con sobrecarga de hierro (flecha) Los tejidos se procesaron para
la técnica de doble tincidn segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20
pum.

5.3.2. Modelo de Deficiencia de hierro

5.3.2.1. Estado del hierro:
5.3.2.1.1. Estudio cuantitativo del hierro

En deficiencia de hierro no se observaron cambios significativos del hierro pulmonar
(0,13 + 0,03 umol/ gr tej.) respecto a la condicion control (0,11 £ 0,02 umol/ gr tej.) (Figura
85).
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0,2 - Figura 85. Hierro pulmonar en el Modelo de

Deficiencia de Hierro. Ratones con deficiencia
na T de hierro inducida por extraccién de 500 pl de
01 - I sangre cada 5 dias durante 25 dias; a ratones

control se les realizd una operacién simulada

Hierro pulmonar {imol/
gr. tejido)

01 - sin extraccion sanguinea. Los tejidos se
0.0 ' : procesaron segun lo descripto en Materiales y
Control Deficiencia de Métodos (n=6/grupo). Los datos se expresan

hierro como la media * desvio estandar.

5.3.2.1.2. Estudio cualitativo del hierro
La evaluacion de hemosiderina mediante la tincién de Perl’s no mostrd presencia del

pigmento en el tejido pulmonar en deficiencia de hierro y en el control (Figuras 86A-D).
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Figura 86. Hemosiderina en pulmén en el Modelo de Deficiencia de hierro. A) Ausencia de hemosiderina en
células bronquiales de ratén control (flecha); B) Ausencia de hemosiderina en células bronquiales de ratén con
deficiencia de hierro (flecha); C) Ausencia de hemosiderina en macréfagos alveolares de raton control (flecha);
D) Ausencia de hemosiderina en macrofagos alveolares de ratdon con deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos
se procesaron para la tincién de Perl’s segln lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra
representa 20 um.
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5.3.2.2. Transportador ZIP14 pulmonar

La inmunomarcacion de ZIP14 identificada en el citoplasma de las células bronquiales fue
menos positiva en deficiencia de hierro respecto a la condicién control (Figuras 87A y B). En
los controles no se detectd inmunoreactividad (Figuras 88A y B).

Por Western blot confirmamos que la expresion de ZIP14 pulmonar disminuyé

significativamente en deficiencia de hierro respecto al control (Figura 89).
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Figura 87. Inmunolocalizacién de ZIP14 en pulmén en el Modelo de Deficiencia de hierro. A) ZIP14 en células
bronquiales de ratén control (flecha); B) ZIP14 en células bronquiales de ratdn con deficiencia de hierro

(flecha). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y Métodos
(n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 88. Control negativo del tejido pulmonar en el Modelo de Deficiencia de hierro.
Tejido pulmonar incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario contrastado con

hematoxilina. A) Zona bronquial; B) Zona alveolar. Los tejidos se procesaron segun lo
descripto en Materiales y Métodos. La barra representa 20 um.

154



Resultados

C D-Fe
71P14 Q“ 52 KDa
GAPDH ws s — 52102
150

535

25w | *

EX- [

S £ so-

5O

O :

Control Deficiencia de
hierro

Figura 89. Western blot de ZIP14 pulmonar en el Modelo
de Deficiencia de Hierro. C: ZIP14 en pulmdn de ratén
control; D-Fe: ZIP14 en pulmdn de raton con deficiencia de
hierro. Los tejidos se procesaron para Western blot segun lo
descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos
se expresan como la media + desvio estdndar; * p < 0.05
deficiencia de hierro vs. control.

5.3.2.3. Transportador de metales divalentes 1 pulmonar
En deficiencia de hierro la inmunolocalizacion de DMT1 se identificé en la membrana
apical de las células bronquiales, mientras que en la condicidn control se localizé en el
citoplasma celular (Figuras 90A y B). En macréfagos alveolares, la inmunolocalizaciéon de
DMT1 fue citoplasmatica tanto en deficiencia de hierro como en el control (Figuras 90Cy D).
Por Western blot se observd que el nivel de DMT1 pulmonar aumenté significativamente
en deficiencia de hierro respecto al control, mostrando que el cambio de localizacién de

DMT1 esta asociado a los cambios en el contenido proteico (Figura 91).
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Figura 90. Inmunolocalizacion de DMT1 en pulmén en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) DMT1 en
células bronquiales de ratdn control (flecha); B) DMT1 en células bronquiales de ratén con deficiencia de hierro
(flecha); €) DMT1 en macrdéfagos alveolares de ratén control (flecha); D) DMT1 en macréfagos alveolares de
ratéon con deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto
en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Figura 91. Western blot de DMT1 pulmonar en el Modelo de Deficiencia de Hierro. C: DMT1 en pulmdn
de ratén control; D-Fe: DMT1 en pulmdn de ratén con deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron
para Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos se expresan como
la media + desvio estandar; * p < 0.05 deficiencia de hierro vs. control.
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5.3.2.4. Receptor de transferrina 1 pulmonar

El andlisis del nivel proteico del RTf1 por Western blot mostré un aumento significativo

del receptor en pulmdn en deficiencia de hierro respecto a la condicién control (Figura 92).
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Figura 92. Western blot de RTf1 pulmonar en el Modelo de Deficiencia de Hierro. C: RTf1 en pulmén de
raton control; D-Fe: RTf1 en pulmdn de ratdn con deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron para
Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos se expresan como la
media + desvio estandar; * p < 0.05 deficiencia de hierro vs. control.

5.3.2.5. Ferroportina pulmonar

En la condicion control la inmunomarcacién de FPN fue positiva en el citoplasma de las
células bronquiales con una distribucién homogénea (Figura 93A). Sin embargo, en
deficiencia de hierro FPN se inmunolocalizé en el citoplasma con desplazamiento hacia la
membrana apical de las células bronquiales (Figuras 93B). En los macrofagos alveolares, la
expresion del exportador FPN detectada por inmunohistoquimica se identificé en el
citoplasma celular tanto en deficiencia de hierro como en la condicién control (Figuras 93Cy
D).

Mediante la técnica de Western blot no se observaron cambios significativos del nivel

proteico de FPN pulmonar en deficiencia de hierro respecto al control (Figura 94).
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Figura 93. Inmunolocalizacion de FPN en pulmén en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) FPN en células
bronquiales de raton control (flecha); B) FPN en células bronquiales de ratén con deficiencia de hierro (flecha);
C) FPN en macrdéfagos alveolares de raton control (flecha); D) FPN en macréfagos alveolares de ratén con
deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segin lo descripto en
Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.
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Figura 94. Western blot de FPN pulmonar en el Modelo de Deficiencia de Hierro. C: FPN en pulmén de
raton control; D-Fe: FPN en pulmén de ratdn con deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron para

Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos se expresan como la
media * desvio estandar.
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5.3.2.6. Proteina de la hemocromatosis pulmonar

En la condicién control la inmunolocalizacién de la proteina de la hemocromatosis (HFE)
fue intracelular en las células bronquiales con una distribucién homogénea (Figura 95A). Sin
embargo, en deficiencia de hierro HFE se localizé en el citoplasma con desplazamiento hacia
la membrana apical (Figura 95B). En macréfagos alveolares se observéd que la
inmunomarcacion citoplasmatica de HFE fue similar en deficiencia de hierro y en el control
(Figuras 95Cy D).

Mediante ensayos de Western blot se observd un aumento significativo del nivel de HFE

en pulmén en deficiencia de hierro respecto al control, mostrando que el cambio en la

localizacion de HFE esta asociado a los cambios en el contenido proteico (Figura 96).

Figura 95. Inmunolocalizaciéon de HFE en pulmén en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) HFE en células
bronquiales de raton control (flecha); B) HFE en células bronquiales de ratdn con deficiencia de hierro (flecha);
C) HFE en macrdéfagos alveolares de raton control (flecha); D) HFE en macréfagos alveolares de raton con
deficiencia de hierro (flecha). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segln lo descripto en
Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.
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Figura 96. Western blot de HFE pulmonar en el Modelo de Deficiencia de Hierro. C: HFE en pulmén
de ratén control; D-Fe: HFE en pulmdn de ratén con deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron
para Western blot segin lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). Los datos se expresan
como la media + desvio estandar; * p < 0.05 deficiencia de hierro vs. control.

5.3.2.7. Prohepcidina pulmonar
El analisis inmunohistoquimico de prohepcidina mostré una evidente positividad del pro-

péptido de hepcidina en las células bronquiales y en los macréfagos alveolares tanto en

deficiencia de hierro como en el control (Figuras 97Ay B).

Figura 97. Inmunolocalizacion de prohepcidina en pulmén en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A)
Prohepcidina en células bronquiales (flecha) y en macréfagos alveolares (punta de flecha) de ratén control; B)
Prohepcidina en células bronquiales (flecha) y en macréfagos alveolares (punta de flecha) de ratéon con
deficiencia de hierro. Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun lo descripto en Materiales y
Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 pm.
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5.3.2.8. L-ferritina pulmonar
La inmunomarcacién de L-ferritina se identificé en el citoplasma de las células bronquiales

y de los macréfagos alveolares tanto en deficiencia de hierro como en el control (Figuras

98A-D).

Figura 98. Inmunolocalizacién de L-ferritina en pulmén en el Modelo de Deficiencia de Hierro. A) L-ferritina
en células bronquiales de ratén control (flecha); B) L-ferritina en células bronquiales de ratén con deficiencia
de hierro (flecha); C) L-ferritina en macréfagos alveolares de ratén control (flecha); D) L-ferritina en macréfagos
alveolares de ratdn con deficiencia de hierro (flecha) Los tejidos se procesaron para inmunohistoquimica segun

lo descripto en Materiales y Métodos (n=4/grupo). La barra representa 20 um.
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Capitulo 6

Sistema Celular de Neuroblastoma Humano.
Caracterizacion de las proteinas del hierro y su
regulacion en inflamacion por estrés oxidativo
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6.1. INTRODUCCION

Se ha descripto que tanto el exceso de hierro como algunos procesos inflamatorios son
asociados con enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson (Nufiez et al.,
2012). Por ello, el abordaje de algunos aspectos de las bases moleculares que relacionan el
estado de inflamacion con el depdsito de hierro neuronal podria constituir un aporte para el
conocimiento de enfermedades neurodegenerativas.

En la Enfermedad de Parkinson, en humanos y en modelos, animales se demostré que la
proteina reguladora del hierro 1 (IRP1) se activa, postulandose el efecto de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) sobre su activacién en estructuras de los ganglios basales, como
la sustancia negra (Hirsch, 2006; Salazar et al., 2006). Otros autores senalaron en la
Enfermedad de Parkinson la presencia de altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6
y TNF-a) en el cerebro y en el fluido cerebroespinal (Mogi et al.,1994; Mogi et al,. 1996).

Estudios del laboratorio del Dr. Nuifez mostraron en neuronas del hipocampo una
asociacion entre hierro e inflamacién, describiendo que las citoquinas pro-inflamatorias
producen acumulacién neuronal de hierro (Urrutia et al., 2013). Estos estudios despertaron
nuestro interés en evaluar, junto con el laboratorio del Dr. Nuiez, los efectos de la
inflamacién mediada por citoquinas (IL-6 y TNF-a) y por LPS sobre la actividad de IRP1 y su
relacion funcional y regulatoria con DMT1, RTfl y ferritina en células de neuroblastoma

humano.

6.2. MODELO DE INFLAMACION EN CELULAS SH-SY5Y

6.2.1. Descripcion del modelo

El modelo de inflamacion se desarrollé en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y por
el agregado de las citoquinas IL-6 y TNF-a y del LPS al medio de incubacidn, en presencia o
ausencia de antioxidante.

En células de neuroblastoma humano se evalud el efecto de la inflamacién sobre IRP1,
DMT1, RTf1 vy ferritina por el tratamiento con las citoquinas IL-6 y TNF-a y con LPS. Se
evaluaron los efectos del antioxidante sobre la respuesta a las citoquinas y al LPS.

Células SH-SY5Y fueron pre-incubadas durante 30 minutos en presencia o ausencia
(control) del antioxidante N-Acetil cisteina (NAC) 1ImM y luego se incubaron durante 18 h

con TNF-a (50 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml), LPS (1 ng/ul) y solucidn salina (Control) (Figura 99).
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Las condiciones experimentales fueron: 1) Sin NAC: TNF-a, IL-6, LPS, Control; 2) Con NAC:
NAC+TNF-a, NAC+ IL-6, NAC+ LPS y NAC (Control NAC).

En cada condicidn se realizaron los siguientes ensayos: EMSA para analizar la actividad de
union de IRP1 a IRE, ELISA para medir los niveles de ferritina y Western blot para evaluar los

niveles proteicos de IRP1, DMT1 y RTf1 (Figura 99).

Incubacion: Incubacidn:
C:j m; C_—D ij Q {::“:; 18 horas
H_.f;;\'-{- {SH-;;;':;.IAC] [SH-;;: _I;.IAC} ISH-;\T;:RIAC] (SH-S\—';:- i\lAc] EMSA (Actividad de IRP1)
N-Acetilcisteina (NAC) +TNF-a +IL-6 +LPS +55 WESTERN BLOT (DMT1,
Control NAC RTf1, IRP1)

Incubacién: Incubacion ELISA (Ferritina)

SH-SY5Y + (SH-SY5Y +5F) (SH-SYS5Y+ SF) (SH-SYSY +SF)  (SH-SY5Y +5F)

Solucién Salina (SS) +TNF-a +IL-6 +LPS +55

Control

Figura 99. Esquema del Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y

6.2.2. Resultados

6.2.2.1. Regulacion de IRP1 en células SH-SY5Y

Las proteinas reguladoras del hierro (IRPs) son proteinas citosdlica que unen elementos
de respuesta al hierro (IREs) ubicados en la regién 5 o 3’ no traducida del ARNm que
codifica para proteinas involucradas en la captacién de hierro (RTf1 y DMT1), en su
almacenamiento (ferritina) y en su exportacién (FPN) (Anderson et al., 2012).

Existen dos proteinas IRPs denominadas IRP1 e IRP2, siendo IRP1 una proteina
bifuncional. Cuando el hierro es escaso, IRP1 asume una configuracién abierta por la pérdida
de atomos de hierro en el cluster hierro-azufre y puede unirse al segmento IRE del ARNm,
regulando la traduccidn proteica. Sin embargo, en exceso de hierro celular, IRP1 presenta
actividad aconitasa. Las especies reactivas del oxigeno y la fosforilacién de IRP1 afectan la
estabilidad del cluster hierro-azufre, lo que aumenta la interaccion de IRP1 a IRE (Wallander

et al., 2006).
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Accion de las citoquinas y del LPS

En las células SH-SY5Y se mostré por Western blot que el tratamiento con TNF-q, IL-6 y
LPS no modifico el nivel proteico de IRP1 respecto al control (Figura 100). Para conocer si la
actividad de IRP1 puede variar aunque no cambien los niveles de la proteina, se realizé la
técnica de EMSA. Los resultados de EMSA mostraron que las citoquinas TNF-a e IL-6 y el LPS
aumentaron la actividad de IRP1 en las células SH-SY5Y respecto al control (Figura 101).

Efecto del antioxidante sobre la accion de las citoquinas y del LPS

Las células SH-SY5Y fueron pre-incubadas por 30 minutos con el antioxidante NAC y
luego se las traté durante 18 horas con TNF-q, IL-6, LPS y solucidn fisiolégica (control). En
las células pre-incubadas con NAC no se modificé el nivel proteico de IRP1 por la inflamacién
inducida con TNF-a, IL-6 y LPS, respecto a las células tratadas con NAC (sin citoquinas y sin
LPS) (Figura 100). Por EMSA se mostré que en las células SH-SY5Y pre-incubadas con NAC, la
actividad de IRP1 aumento por el tratamiento con TNF-a, IL-6 y LPS respecto de las células
tratadas con NAC (sin citoquinas y sin LPS) (Figura 101). A partir de estos resultados
podemos concluir que el efecto activador de los estimulos inflamatorios sobre IRP1 no seria
dependiente de ROS.

La especificidad del ensayo EMSA se confirmé mediante la realizacidn de la técnica
denominada "supershift". Esta técnica consiste en pre-incubar la muestra que contiene a la
proteina en estudio (IRP1) con un anticuerpo contra esta proteina (anti-IRP1) (Fillebeen et
al., 2014). Si el anticuerpo fuera especifico, se retrasa la movilidad electroforética del
complejo. Cuando ocurre la interaccidén anticuerpo-proteina-ARN no aparecerd banda en el
revelado.

En nuestro experimento, la ausencia de banda en el revelado cuando pre-incubamos la
muestra control con anti-IRP1 nos confirmd que los cambios en la actividad de unién

observados en el ensayo EMSA se deben a la unidn de IRP1 al ARN especifico (Figura 101).
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Figura 100. Western blot de IRP1 en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y. C: células SHSY-5Y
tratadas con solucidn fisiolégica, TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con TNF-a, IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con IL-6, LPS: células SHSY-5Y tratadas con LPS, NAC: células SHSY-5Y tratadas con N-Acetil
cisteina (NAC), NAC + TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con NAC y TNF-a , NAC +IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con NAC e IL-6, NAC +LPS: células SHSY-5Y tratadas con NAC y LPS. Las células se procesaron
para Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media
desvio estandar.

NAC NAC + NAC + NAC+ SS
C TNF-a IL-6 LPS TNF-a IL-6 LPS a-IRP1

Figura 101. Actividad de IRP1 en el Modelo de Inflamacién en células SH-SY5Y. C: células SHSY-5Y
tratadas con solucion fisiolégica, TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con TNF-a, IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con IL-6, LPS: células SHSY-5Y tratadas con LPS, NAC: células SHSY-5Y tratadas con N-Acetil
cisteina (NAC), NAC + TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con NAC y TNFa, NAC +IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con NAC e IL-6, NAC +LPS: células SHSY-5Y tratadas con NAC vy LPS; SS a-IRP1: “supershift” de
la muestra control pre-incubada con anti-IRP1. Las células se procesaron para EMSA segun lo descripto
en Materiales y Métodos.
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6.2.2.2. Regulacion de DMT1 en células SH-SY5Y
Accion de las citoquinas y del LPS

El nivel proteico de DMT1 aumentd significativamente en las células SH-SY5Y tratadas
con TNF-a e IL-6 respecto al control (C) (Figura 102). Sin embargo, en las células tratadas con
LPS el nivel de DMT1 mostré un aumento no estadisticamente significativo respecto al
control (C) (Figura 102).

Efecto del antioxidante sobre la accion de las citoquinas y del LPS

Muy interesantes fueron nuestros resultados obtenidos cuando pre-incubamos las
células SH-SY5Y con NAC y luego las tratamos con TNF-a, IL-6 y LPS. Se observé que el nivel
proteico de DMT1 disminuyd significativamente en los tratamientos NAC+TNF-a, NAC+IL-6 y
NAC+LPS comparado con las células SH-SY5Y tratadas con TNF-a, IL-6 y LPS (sin NAC)
respectivamente (Figura 102). Estos resultados muestran que el antioxidante NAC revierte el

efecto de las citoquinas y del LPS sobre la expresion de DMT1.
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Figura 102. Western blot de DMT1 en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y. C: células SHSY-5Y
tratadas con solucién fisioldgica, TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con TNF-a, IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con IL-6, LPS: células SHSY-5Y tratadas con LPS, NAC: células SHSY-5Y tratadas con N-Acetil
cisteina (NAC), NAC + TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con NAC y TNF-a, NAC +IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con NAC e IL-6, NAC +LPS: células SHSY-5Y tratadas con NAC vy LPS. Las células se procesaron
para Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media +

desvio estandar; * p <0.05 TNF-a vs. control: IL-6 vs. control. ## p < 0.01 NAC+TNF-a vs. TNF-q; A p <
0.01 NAC+IL-6 vs. IL-6; §§ p < 0.01 NAC+LPS vs. LPS.
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6.2.2.3. Regulacion de RTf1 en células SH-SY5Y

Accion de las citoquinas y del LPS

En las células SH-SY5Y se mostré por Western blot que el tratamiento con TNF-a, IL-6 y
LPS no modificd el nivel proteico de RTf1 respecto al control (Figura 103).

Efecto del antioxidante sobre la accion de las citoquinas y del LPS

En células pre-incubadas con NAC, los tratamientos NAC+TNF-a, NAC+IL-6 y NAC+LPS no
modificaron el nivel proteico de RTfl respecto a las células tratadas con TNF-a, IL-6 y LPS

(sin NAC) respectivamente (Figura 103).
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Figura 103. Western blot de RTf1 en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y. C: células SHSY-5Y
tratadas con solucion fisiolégica, TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con TNF-a, IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con IL-6, LPS: células SHSY-5Y tratadas con LPS, NAC: células SHSY-5Y tratadas con N-Acetil
cisteina (NAC), NAC + TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con NAC y TNF-a, NAC +IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con NAC e IL-6, NAC +LPS: células SHSY-5Y tratadas con NAC y LPS. Las células se procesaron
para Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media

desvio estandar.
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6.2.2.4. Regulacion de ferritina en células SH-SY5Y

Accion de las citoquinas y del LPS

En las células SH-SY5Y se observd por ELISA que el tratamiento con TNF-a aumentd
significativamente el nivel de ferritina respecto al control (Figura 104). Sin embargo, en las
células tratadas con IL-6 y LPS el nivel de ferritina mostré un aumento no estadisticamente
significativo respecto al control (C) (Figura 104).
Efecto del antioxidante sobre la accion de las citoquinas y del LPS

Cuando pre-incubamos las células SH-SY5Y con NAC y luego las tratamos con TNF-a, IL-6
y LPS, se observé que el nivel de ferritina disminuyé significativamente en los tratamientos
NAC+TNF-a, NAC+IL-6 y NAC comparado con las células tratadas con TNF-a, IL-6 y solucidn
fisiolégica (control) respectivamente (Figura 104). En las células tratadas con NAC+LPS el
nivel de ferritina mostré una disminucidon no estadisticamente significativa respecto de las
tratadas con LPS (sin NAC) (Figura 104). A partir de estos resultados podemos concluir que el

antioxidante NAC disminuye los niveles de ferritina en las células con y sin inflamacion.
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Figura 104. Niveles de ferritina en el Modelo de Inflamacién en células SH-SY5Y. C: células SHSY-5Y
tratadas con solucidn fisioldgica, TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con TNF-q, IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con IL-6, LPS: células SHSY-5Y tratadas con LPS, NAC: células SHSY-5Y tratadas con N-Acetil
cisteina (NAC), NAC + TNF-a: células SHSY-5Y tratadas con NAC y TNF-a, NAC +IL-6: células SHSY-5Y
tratadas con NAC e IL-6, NAC +LPS: células SHSY-5Y tratadas con NAC y LPS. Las células se procesaron
para ELISA segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media * desvio

estandar; * p <0.05 TNF-a vs. control; ## p < 0.01 NAC vs. control; A p <0.01 NAC+TNF-a vs. TNF-q;
§8§ p<0.01 NAC+IL-6 vs. IL-6.
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6.3. MODELO DE INFLAMACION EN CELULAS SH-SY5Y KNOCKDOWN
PARA IRP1

6.3.1. Descripcion del modelo

Para evaluar la funcién reguladora de IRP1 sobre DMT1, RTf1 y ferritina en inflamacidn,
se utilizd un sistema de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) knockdown para IRP1.
En las células SH-SY5Y knockdown para IRP1 la inflamacion fue inducida por IL-6, TNF-a y
LPS.

En el disefio experimental, células SH-SY5Y knockdown para IRP1 (Clon 9) y células
transfectadas con el vector puro (células Puras) son tratadas durante 18 h con TNF-a (50
ng/ml), IL-6 (50 ng/ml), LPS (1 ng/ul) y solucidn salina (Control).

Las condiciones experimentales fueron: 1) SH-SY5Y knockdown para IRP1 (Clon 9, C9): C9
TNF-a, C9 IL-6, C9 LPS y C9 control; 2) SH-SY5Y transfectadas con el vector puro (Puras, P): P
TNF-q, P IL-6, P LPS, P control (Figura 105).

En cada condicidn se realizaron los siguientes ensayos: EMSA para analizar la actividad de
unién de IRP1 a IRE, ELISA para medir los niveles de ferritina, RT-PCR para analizar los
niveles del ARNm de IRP1y DMT1, y Western blot para evaluar los niveles proteicos de IRP1,
DMT1 y RTf1 (Figura 105).

Incubacion:
18 horas
en— [emm—, om— - Ry — ..
o — ) e . EMSA (Actividad de IRP1)
SH-SYSY knockdown SH-SY5Y knockdown SH-SY5Y knockdown SH-SY5Y knockdown WESTERN BLOT (DMT1,
de IRP1({C9) + TNF-a de IRP1(C9) +IL-6 de IRP1(C9) +LPS de IRP1(C9)+SS
RTf1, IRP1)
PCR (DMT1, IRP1)
o— — f— o— hevbacont | ELISA (Ferritina)
SH-SYSY control de SH-SY5Y control de SH-SY5Y control de SH-SY5Y control de
Transfeccién (P)+ TNF-a  Transfeccién (P)+IL-6  Transfeccion (P)+LPS Transfeccion (P) +55

Figura 105. Esquema del Modelo de Inflamacién en células SH-SY5Y knockdown para IRP1
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6.3.2. Resultados

6.3.2.1. Regulacion de IRP1 en células SH-SY5Y knockdown para IRP1

En células knockdown para IRP1 (Clon 9) se observd por Western blot una disminucién
significativa del nivel proteico de IRP1 respecto a las células transfectadas con el vector puro
(Puras) (Figura 106). Estos resultados evidencian que el Clon 9 posee una baja expresion
proteica de IRP1. Cuando se estudio el efecto de la inflamacién inducida por TNF-a, IL-6 y
LPS sobre la proteina IRP1 en las células knockdown, se observé un aumento no significativo
del nivel de IRP1 respecto de las células knockdown control (sin citoquinas y sin LPS), con
valores similares a los que presentaron las células que expresan niveles normales de IRP1
(Figura 106). A partir de estos resultados podemos concluir los tratamientos con TNF-a, IL-6
y LPS podrian aumentar los niveles proteicos de IRP1 en las células que expresan bajos
niveles de esta proteina citosdlica (células knockdown para IRP1).

Los estudios del ARNm de IRP1 por RT-PCR mostraron que el nivel del ARNm aumenté
no significativamente en las células knockdown tratadas con TNF-a e IL-6 respecto de las
células knockdown control (sin citoquinas y sin LPS), siendo menor la tendencia en aumento
observada con LPS (Figura 107).

Con el objetivo de conocer si el aumento en la expresidon de IRP1 en las células
knockdown en inflamacidn se asocia a cambios en su actividad se realizé la técnica de EMSA.
En primer término se observd que la actividad de IRP1 fue baja en las células knockdown
control (C9 Control) respecto a las células puras control (P control). Estos resultados
confirman que los Clones 9 poseen baja actividad de IRP1 (Figura 108). Posteriormente, se
analizd el efecto de la inflamacidn inducida con TNF-a, IL-6 y LPS sobre la actividad de IRP1
en las células knockdown (C9) mediante EMSA. Estos estudios mostraron que la actividad de
IRP1 no cambié en las células knockdown tratadas con TNF-a, IL-6 y LPS respecto a las
células knockdown control (sin citoquinas y sin LPS) (Figura 108). Por lo que podemos
concluir que en las células knockdown para IRP1, la inflamacién inducida por IL-6, TNF-a y
LPS no modifica la actividad de IRP1, a pesar del aumento de la proteina observado por

Western blot.
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Figura 106. Western blot de IRP1 en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y knockdown para
IRP1. PC: células transfectadas con el vector puro tratadas con solucién fisioldgica (Control, C), PTNF-a:
células transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-a, PIL6: células transfectadas con el vector
puro tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro tratadas con LPS, C9C: células
knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucién fisiologica, C9TNF-a: células knockdown para
IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con IL-6,
CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con LPS. Las células se procesaron para Western
blot segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media + desvio

estandar; * p <0.05 C9 control vs. P control.
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Figura 107. RT-PCR de IRP1 en el Modelo de Inflamacién en células SH-SY5Y knockdown para IRP1. PC:
células transfectadas con el vector puro tratadas con solucién fisioldgica (Control, C), PTNF-a: células
transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-a, PIL6: células transfectadas con el vector puro
tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro tratadas con LPS, C9C: células
knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucidn fisioldgica, C9TNF-a:: células knockdown para
IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con IL-6,
CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con LPS. Las células se procesaron para RT-PCR
segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media * desvio estandar.
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Figura 108. Actividad de IRP1 en el Modelo de Inflamacidon en células SH-SY5Y knockdown para IRP1.
PC: células transfectadas con el vector puro tratadas con solucién fisiolégica (Control, C), PTNF-a:
células transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-a, PIL6: células transfectadas con el vector
puro tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro tratadas con LPS, C9C: células
knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucion fisioldgica, C9TNF-a: células knockdown para
IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9)tratadas con IL-6,
CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con LPS; SS a-IRP1: super shift de la muestra
control pre-incubada con anti-IRP1. Las células se procesaron para EMSA segln lo descripto en
Materiales y Métodos.

6.3.2.2. Regulacion de DMT1 en células SHSY-5Y knockdown para IRP1

En las células SH-SY5Y knockdown para IRP1 control (sin citoquinas y sin LPS), el nivel
proteico de DMT1 fue bajo respecto a las células Puras control (sin citoquinas y sin LPS)
(Figura 109). En las células knockdown para IRP1 tratadas con TNF-q, IL-6 y LPS el nivel de
DMT1 mostré un aumento no significativo respecto de las células knockdown control (sin
citoquinas y sin LPS) (C9 Control) (Figura 109). Podemos concluir que la inflamacién por TNF-
a, IL-6 y LPS induciria un aumento de los niveles de DMT1 en las células que expresan bajos
niveles de IRP1.

Para ampliar nuestro estudio sobre la regulacién de DMT1 en las células knockdown en
inflamacion, se estudié por RT-PCR el ARNm de las isoformas IRE y no IRE de DMT1. DMT1
IRE y DMT1 no IRE se producen por corte alternativo en el extremo 3’ del gen de DMT1 que
genera dos isoformas del ARNm de la proteina: la isoforma | (IRE), caracterizada por la
presencia de un elemento de respuesta al hierro (IRE), y la isoforma Il (no IRE) que carece de
dicho elemento (Lee PL et al., 1998).

En células knockdown tratadas con TNF-a, IL-6 y LPS, el nivel del ARNm de DMT1 IRE y no
IRE no cambd significativamente. Sin embargo, mostraron una tendencia en aumento
respecto de las células knockdown control (sin citoquinas y sin LPS) (C9 Control) (Figura
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110). A partir de estos resultados podemos concluir que en células knockdown el aumento

de DMT1 por citoquinas y LPS podria ser mediado por una regulaciéon transcripcional.
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Figura 109. Western blot de DMT1 en el Modelo de Inflamacién en células SH-SY5Y knockdown para
IRP1. PC: células transfectadas con el vector puro tratadas con solucién fisioldgica (Control, C), PTNF-a:
células transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-qa, PIL6: células transfectadas con el vector
puro tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro tratadas con LPS, C9C: células
knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucion fisiolégica, C9TNF-a: células knockdown para
IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con IL-6,
CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con LPS. Las células se procesaron para
Western blot segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media + desvio

estandar.
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Figura 110. RT-PCR de DMT1 IRE y no IRE en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y
knockdown para IRP1. PC: células transfectadas con el vector puro tratadas con solucidn fisioldgica
(Control, C), PTNF-a:: células transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-a, PIL6: células
transfectadas con el vector puro tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro
tratadas con LPS, C9C: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucidn fisioldgica,
CI9TNF-a: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown
para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con IL-6, CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con
LPS. Las células se procesaron para RT-PCR segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se
expresan como la media * desvio estandar.

6.3.2.3. Regulacion de RTf1 en células SH-SY5Y knockdown para IRP1

En las células SH-SY5Y knockdown para IRP1 se mostré por Western blot que el
tratamiento con TNF-q, IL-6 y LPS no modifico el nivel proteico de RTf1 respecto a las células
knockdown control (sin citoquinas y sin LPS) (Figura 111).
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Figura 111. Western blot de RTfl en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y knockdown para
IRP1. PC: células transfectadas con el vector puro tratadas con solucidn fisioldgica (Control, C), PTNF-
a: células transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-a, PIL6: células transfectadas con el
vector puro tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro tratadas con LPS, C9C:
células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucidn fisioldgica, C9TNF-a: células
knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9)
tratadas con IL-6, CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con LPS. Las células se
procesaron para Western blot seglin lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan
como la media + desvio estandar.

6.3.2.4. Regulacion de ferritina en células SH-SY5Y knockdown para IRP1

En las células knockdown para IRP1 se mostrd por ELISA que el nivel de ferritina aumenté
significativamente en las condiciones C9C, C9TNF-a, C9IL-6 y CIOLPS, comparado con PC,
PTNF-a, PIL-6 y PLPS, respectivamente (Figura 112). Estos resultados nos permiten concluir que

los niveles de ferritina aumentan en las células knockdown para IRP1 con y sin inflamacién.
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Figura 112. Niveles de ferritina en el Modelo de Inflamacion en células SH-SY5Y knockdown para IRP1.
PC: células transfectadas con el vector puro tratadas con soluciéon fisiolégica (Control, C), PTNF-au:
células transfectadas con el vector puro tratadas con TNF-a, PIL6: células transfectadas con el vector
puro tratadas con IL-6, PLPS: células transfectadas con el vector puro tratadas con LPS, C9C: células
knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con solucion fisioldgica, C9TNF-a: células knockdown para
IRP1 (Clon9, C9) tratadas con TNF-a, C9IL-6: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con IL-6,
CILPS: células knockdown para IRP1 (Clon9, C9) tratadas con LPS. Las células se procesaron para ELISA
segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como la media *+ desvio estandar;**

p < 0.01 C9 control vs P control; ## p < 0.01 C9 TNF-a vs. P TNF-q; A p<0.01C9IL-6vs.PIL-6; §§ p <
0.01 C9 LPS vs. P LPS.
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Capitulo 1

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Evaluacion de la eritropoyesis
y de la ferremia
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El ratén como Modelo Bioldgico

El ratén de laboratorio es el modelo biolégico mas empleado en ciencia. Se conoce que el
humano y el ratdon (Mus musculus) comparten el 99% de su genoma (30.000 genes), siendo
el 1% restante (300 genes) propios de cada especie (Mouse Genome Sequencing
Consortium, 2002). Por ello, el raton es el modelo animal por excelencia para estudiar
enfermedades que afectan a humanos desde el nivel celular hasta su manifestacion clinica.

La expresion del gen de la hormona hepcidina, reguladora central del metabolismo del
hierro, se ha identificado en humanos (HAMP) y en ratones (HAMP 1 y HAMP 2) (Lou et al.,
2004). En ambas especies se han caracterizado proteinas que regulan la captacién vy
movilizacion del hierro (Ganz & Nemeth, 2006; Lopes et al., 2010). Ademas, las proteinas del
hierro estan conservadas en humanos y en ratones y los valores cuantitativos del hierro son
similares a los determinados en humanos, considerando la escala del tamafio corporal
(Lopes et al., 2010).

Los antecedentes descriptos muestran la ventaja bioldgica del desarrollo de modelos
animales murinos para llevar a cabo nuestros estudios sobre el metabolismo del hierro, a lo
gue se suma la regulacion diferencial de hepcidina descripta tanto en estudios in vivo como
en in vitro (Pigeon et al., 2001; Nemeth et al., 2003).

El desarrollo y la optimizacidon de modelos de disfuncidn de Deficiencia y de Sobrecarga de
Hierro, fueron esenciales para la identificacién celular de proteinas del ciclo del hierro y
para investigar su regulacién en tejidos estrechamente vinculados con la dishomeostasis del

biometal.

Aspectos bioéticos para el empleo de Animales de Laboratorio como Modelo
Biologico

Introduciremos conceptos actuales sobre las normas bioéticas para el Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacidn que fueron tenidos en cuenta en este trabajo de tesis.

Es importante destacar que la manipulacion de los animales fue realizada por personal
altamente capacitado en el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Los integrantes de

nuestro grupo de investigacion se capacitaron mediante cursos internacionales que otorgan

la categoria C segun la Federacion de Asociaciones Europeas de las Ciencias del Animal de
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Laboratorio (FELASA), que categoriza asi al personal responsable para dirigir y diseiar los
procedimientos. También se entrenaron en el reconocimiento de los signos de dolor o
malestar (NRC, 2008). En los Modelos Animales desarrollados en nuestro laboratorio, los
procedimientos seguidos se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del NIH (Committee on Care and Use of Laboratory Animals, 1996).

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro se empled la via intraperitoneal para administrar el
hierro, técnica comunmente usada en roedores de laboratorio (Turner et al., 2011). El
material inyectado, hierro sacarato, fue estéril y no irritante, dado que en la literatura se ha
descripto que la administraciéon intraperitoneal de sustancias irritantes o no estériles puede
producir obstruccion intestinal dolorosa y/o peritonitis en roedores (Turner et al., 2011). En
nuestro experimento las inyecciones se realizaron en el cuadrante inferior derecho del
abdomen para evitar inyectar en el ciego, debido a que estudios de Coria-Avila et al. (2007)
describieron que las inyecciones del lado izquierdo son mdas propensas a dafiar este
segmento del intestino grueso.

En coincidencia con la técnica utilizada por otros autores, en el Modelo de Flebotomia o
de Deficiencia de Hierro empleamos el método de extraccidn sanguinea del seno retro-
orbital para inducir deplecidn tisular de hierro y estimular la eritropoyesis (Pak et al., 2006;
Lasocki et al., 2008; Chiabrando et al., 2013; Casanovas et al., 2013; Kuzmac et al., 2014;
Yien et al., 2015). En la Guia para la recoleccién de sangre en Animales de Laboratorio se
describe que extracciones de bajos volumenes de sangre (menor o igual al 10% del volumen
de sangre circulante) no provocan anemia ni deficiencia de hierro (Thiel College Institutional
Animal Care and Utilization Committee, Guidelines for Collection of Blood from Laboratory
Animals). De hecho, en nuestro modelo fueron extraidos entre 20-25% del volumen de
sangre total del ratdn, debido a que es la menor cantidad de sangre necesaria para inducir
anemia y deplecionar de hierro los tejidos. En el caso de extraer mayores volimenes de
sangre (30-40% de volumen de sangre circulante) los animales pueden sufrir shock
hipovolémico y muerte (Thiel College Institutional Animal Care and Utilization Committee,
Guidelines for Collection of Blood from Laboratory Animals).

Se sabe que el anestésico isoflurano permite una rapida induccion de la anestesia, asi
como también una rapida recuperacion del animal (Fish et al., 2008). Por ello, empleamos
este anestésico volatil antes de realizar la extraccion sanguinea. Durante la induccion de la

anestesia se evalud la respuesta de los ratones teniendo un especial control de la
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respiracion y del comportamiento. Ademas, antes y durante el procedimiento se controld la
frecuencia respiratoria, la respuesta a estimulos y los movimientos espontaneos.

Teniendo en cuenta que en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
NIH se sugiere el uso de analgesia para disminuir el dolor y el estrés del animal, se utilizaron
gotas oftalmoldgicas especificas para inducir analgesia local durante y después de la
extraccion sanguinea en deficiencia de hierro y en los controles (operacién simulada)
(Committee on Care and Use of Laboratory Animals, 1996). Para evitar la infeccion
periorbital y el potencial dafio de la vista a largo plazo, se utilizaron tubos capilares estériles
y las extracciones sanguineas consecutivas no se realizaron en el mismo ojo.

En base a lo expuesto, se puede concluir que los procedimientos llevados a cabo en los
animales de experimentacién en nuestro laboratorio siguieron las normas de la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del NIH (Committee on Care and Use of

Laboratory Animals, 1996).

Estudios hematologicos y estado del hierro circulante en los Modelos

Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro

La eficacia de nuestro moldeo para inducir sobrecarga de hierro sistémica fue confirmada
por el aumento significativo del hierro circulante. Se conoce que la transferrina (Tf) es la
proteina encargada de distribuir el hierro en el organismo, donde sélo el 30% se halla
saturada con hierro en estados de balance de hierro (Pérez et al., 2005). El 70 % restante
puede captar el exceso de hierro libre evitando su toxicidad. Sin embargo, cuando la
capacidad de saturaciéon de la Tf es superada en estados de sobrecarga de hierro, el
biometal puede unirse a ligandos como el citrato, formando el hierro no unido a Tf (NTBI)
(Pérez et al., 2005). En este sentido, la elevada ferremia que detectamos en sobrecarga
podria ser el resultado del aumento del hierro unido y no unido a transferrina.

En el Modelo de Deficiencia de Hierro la disminucion significativa de la hemoglobina
evidencia que la extraccion crénica de sangre indujo anemia en los ratones flebotomizados.
Se sabe que en la anemia inducida por pérdidas persistente de sangre, las reservas tisulares
de hierro disminuyen produciendo un estado de deficiencia (Ganz & Nemeth, 2006). En
nuestro modelo de Deficiencia de Hierro el aumento de la ferremia podria explicarse por la

estimulacion de la absorcién duodenal de hierro y por su movilizaciéon desde los sitios de
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reserva. Ambos procesos aumentarian el hierro biodisponible requerido para la
eritropoyesis activa.

La estimulacion eritropoyética en deficiencia de hierro fue evidenciada por el aumento
significativo de los reticulocitos que observamos en circulacién. Este aumento de la
eritropoyesis en deficiencia de hierro es inducido por la liberacién de eritropoyetina. La
eritropoyetina (EPO), principal hormona reguladora de la eritropoyesis sintetizada
principalmente por los fibroblastos peritubulares de la corteza renal, estimula la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de los progenitores eritroides (Jelkmann, 2011).
La hipoxia tisular causada por la disminucion de eritrocitos en nuestro modelo seria el
estimulo que regula la sintesis de EPO a través de un control transcripcional mediado por el
factor inducible por hipoxia, mecanismo descripto en macrdéfagos humanos (Elbarghati et
al., 2008). El factor inducible por hipoxia (HIF) es un heterodimero compuesto por
subunidades a y subunidades constitutivas B (Semenza, 2000). En normoxia, la subunidad a
del HIF es hidroxilada por una prolil-hidroxilasa, siendo posteriormente ubiquitinizada y
degradada en el proteosoma. En condiciones de hipoxia, este proceso es inhibido y los HIFs
en forma de heterodimeros pueden unirse a los elementos de uniéon de HIF en el ADN,
actuando como factores de transcripcion (Semenza, 2000). La actividad de la enzima prolil-
hidroxilasa depende del hierro, observandose que los niveles de HIF aumentan en células
con bajo nivel de hierro (Metzen & Ratcliffe, 2004). Por lo tanto, se puede postular que la
hipoxia o el bajo hierro podrian ser los estimulos que aumentarian la liberaciéon de EPO,
activando la eritropoyesis en nuestro Modelo de Deficiencia de Hierro.

Los estudios presentados en este capitulo nos permitieron caracterizar y optimizar los
Modelos de Sobrecarga de Hierro y de Deficiencia de Hierro, que fueron los modelos

bioldgicos utilizados para el desarrollo del Plan de Trabajo de la Tesis.
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Capitulo 2

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en higado y duodeno
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MODELO DE SOBRECARGA DE HIERRO

Estudios previos de nuestro laboratorio identificaron la relevancia funcional de
ferroportina en la exportacién del hierro en duodeno e higado en estados de desbalance,
como la hipoxia y la sobrecarga de hierro (D’Anna & Roque, 2013).

Para profundizar el conocimiento sobre la movilizaciéon del hierro en exceso evaluamos
vias de importacién del hierro estudiando el transportador de metales divalentes 1 (DMT1)
y el transportador ZIP14 (SLC39A14).

El aumento del hierro tisular pone en evidencia que nuestro Modelo Animal de
Sobrecarga de Hierro fue logrado. El exceso de hierro tisular es una condicidn fisiopatoldgica
presente en enfermedades de origen genético (hemocromatosis) o adquirido como la
anemia de la enfermedad crénica caracterizada por altos depdsitos de hierro en el sistema

reticuloendotelial con ferremia baja (Ganz, 2011).

Transportador de metales divalentes 1 duodenal

El transportador de metales DMT1 absorbe hierro en estado ferroso previa reduccién del
hierro férrico de la dieta mediada por la ferrireductasa citocromo duodenal B (DcytB),
proceso que ocurre en el borde en cepillo del enterocito (Andrews, 1999). Diversos autores
han descripto que la localizacién de DMT1 en la membrana apical de enterocitos permite la
incorporacion del hierro libre (no hemo) desde la dieta al interior celular (Canonne-Hergaux
et al., 1999; Trinder et al., 2000; Oates et al., 2000).

La localizacién perinuclear de DMT1 que observamos en enterocitos y la disminucién
significativa de su nivel proteico, podrian explicar que en sobrecarga habria menor
captacion del hierro de la dieta. La disminucion de DMT1 duodenal en exceso de hierro,
podria ser el resultado de un mecanismo de regulacién post-transcripcional mediado por el
sistema IRE-IRP. Se sabe que las proteinas citoplasmaticas IRP posee elevada afinidad de
union a segmentos IRE presentes en el ARNm de ciertas proteinas, siendo esta interaccion
dependiente de la disponibilidad celular del hierro (Muckenthaler et al.,, 2008). Se han
caracterizado dos tipos de IRPs identificadas como IRP1 e IRP2 (Wallander et al., 2006).
Cuando el hierro celular es elevado, la proteina IRP1 se encuentra acoplada al cluster Fe-S,
por lo que pierde su capacidad de unidn a los segmentos IRE del ARNm de proteinas del

hierro (Haile et al.,, 1992). La regulacion de IRP2 por el exceso de hierro involucra la
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degradacion proteosomal de la proteina (Guo et al., 1995). Por lo tanto, en exceso de hierro
disminuye la interaccion de las proteinas IRPs con el segmento IRE localizado en el extremo
3" del ARNm de DMT1], lo que produce la desestabilizacién del transcripto disminuyendo su
traduccién (Andrews, 1999). En este sentido, el elevado nivel de hierro presente en nuestro
Modelo de Sobrecarga dificultaria la unién de IRPs al segmento IRE del ARNm de DMT1, lo
gue disminuiria su traduccién en duodeno.

Estudios previos realizados por Nufiez et al. (2010) observaron que DMT1 duodenal
también disminuye en ratas que recibieron una dosis intragdstrica de hierro. Ademas, estos
autores describieron la movilizacidn celular de DMT1 desde la membrana apical hacia la
basolateral, confirmando que el exceso de hierro induce una redistribucion de DMT1 en las

células duodenales para disminuir la captacién de hierro.

Prohepcidina hepatica

La hepcidina, reguladora central del hierro sistémico, es sintetizada como un pre-pro-
péptido de 84 aminoacidos formado por un péptido sefial, una pro-regiéon y un péptido
maduro de 25 aminodcidos (Gagliardo et al., 2009). La maduracién del péptido hepcidina
ocurre en el aparato de Golgi por su clivaje mediado por la enzima furina convertasa, que
genera el péptido activo maduro de 25 aminodcidos liberado a la circulacidn (Valore & Ganz,
2008).

A partir del descubrimiento de hepcidina varios grupos han intentado desarrollar, sin
demasiado éxito, ensayos para medir este péptido en los fluidos biolédgicos. La dificultad de
desarrollar técnicas para medir hepcidina circulante, se debid a varias caracteristicas de esta
molécula: estructura terciaria compleja, diversas isoformas con escasa actividad bioldgica y
por ser un péptido muy pequeio (25 aminodcidos) (Ganz, 2003). Estas caracteristicas
dificultaron la obtencidon de anticuerpos anti-hepcidina (Gutschow et al., 2015).

En el afio 2008 se desarrollé un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) que
permite la deteccidn de hepcidina sérica en humanos (Ganz, 2008). Sin embargo, recién en el
ano 2015 se describid una método de ELISA que permite la deteccién de hepcidina en el
suero de ratones, siendo esta publicacion posterior a nuestros estudios (Gutschow et al.,

2015).
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Teniendo en cuenta las dificultades en el desarrollo de técnicas para medir hepcidina
murina, en nuestros estudios evaluamos la expresién tisular de prohepcidina, dado que
Valore & Ganz (2008) describieron una relacién directa entre la sintesis celular de hepcidina
y de su pro-péptido denominado prohepcidina. Por lo tanto, la alta expresion de
prohepcidina que detectamos en higado en sobrecarga, refleja un aumento en la sintesis y
liberacion de hepcidina en el plasma. A partir de estos resultados se podria postular que el
exceso de hierro sistémico y tisular aumentarian la transcripcién del gen de hepcidina,
debido a que el elevado porcentaje de saturacién de transferrina y el aumento del hierro
hepatico activan vias regulatorias que controlan transcripcionalmente la sintesis de la
hormona (Ganz & Nemeth, 2012).

En el mecanismo de regulacién de hepcidina mediado por la saturacién de transferrina
(Tf) se ha descripto que los niveles elevados de transferrina diférrica (Tf-Diférrica) favorecen
la interaccidén del complejo Fe-Tf con el RTf1, produciendo la disociacién entre el RTfly la
proteina de la hemocromatosis (HFE), para formar luego un complejo entre HFE y RTf2
(Pantapoulos, 2008). La union del complejo HFE-RTf2 con Fe-Tf sensibilizaria al receptor de
las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs), favoreciendo la interaccion del ligando BMP6
con su receptor (RBMP) y con su co-receptor llamado hemojuvelina (HJV). Estos eventos
conducirian al aumento de la transcripcién del gen de hepcidina a través de la activacién de
una via de sefializacion mediada por SMADs (Ganz & Nemeth, 2012).

Si bien se ha estudiado ampliamente la cascada de regulacion del gen de hepcidina, los
mecanismos moleculares por los cuales HFE y RTf2 regulan su sintesis no han sido
totalmente aclarados. Un estudio reciente en células de hepatoma humano demostré que
HFE también interactia con el receptor de BMP tipo | (RBMP 1) favoreciendo la
estabilizacién de este receptor y la activacion de la via de sefializacién mediada por BMP-
SMADs (Wu et al., 2014). Estas interacciones activarian la transcripcion de hepcidina.
McDonald et al. (2014) han sugerido que la unién del RTf2 con el complejo Fe-Tf aumentaria
la sintesis de BMP6 que regula positivamente a hepcidina.

A partir de estos estudios Rishi et al. (2015) propusieron un modelo para la regulacién de
hepcidina. Postularon que la unidon del complejo Fe-Tf al RTf2 aumentaria la sintesis de
BMP6 que interaccionaria con su receptor RBMP |, siendo este receptor estabilizado luego

de su unién con HFE que es liberada de la interaccion con RTfl. Finalmente, la unién de

187



Discusion

BMP6 a su receptor RBMP | y a su co-receptor HJV activaria una casaca de seializacidon
dependiente de SMADs que estimula la transcripcién de hepcidina.

Respecto de la regulacion de hepcidina por los niveles de hierro intracelular, Ramos E. et
al. (2011) han propuesto que en la sobrecarga de hierro crénica hepcidina aumenta por el
alto contenido de hierro hepatico a través una regulacién dependiente de HJV y BMP6 e
independiente de RTf2 y HFE. Los estudios de Latour et al. (2015) propusieron que en
ratones knock-out para HJV, HJV-HFE y HIV-RTf2, BMP6 regularia la sintesis de hepcidina por
una via dependiente del receptor de BMP tipo | y tipo Il e independiente de HJV, HFE y RTf2,
evidenciando un mecanismo de regulacién de hepcidina diferente al descripto por Ramos E.
et al. (2011).

Los estudios sobre la regulacién transcripcional de hepcidina publicados entre los anos
2011-2015 nos aportan una clara vision del complejo mecanismo de regulacidon de
hepcidina, que contempla sin lugar a duda la participacidn de diversas vias.

En nuestro Modelo de Sobrecarga de Hierro sugerimos que tanto el aumento de la
transferrina diférrica como el mayor contenido hepdtico de hierro, activarian distintos
mecanismos regulatorios que aumentan la transcripcion del gen de hepcidina.

La relacién inversa entre prohepcidina hepdatica y DMT1 duodenal que describimos
anteriormente en exceso de hierro, nos permite proponer que hepcidina actuaria en
coordinacién con DMT1 para controlar la captacion de hierro en duodeno.

La regulacién negativa de hepcidina sobre DMT1 fue descripta previamente en células
intestinales, aunque el mecanismo regulatorio no ha sido totalmente aclarado (Mena et al.,
2008 ; Brasselagnel et al., 2011). Mena et al. (2008) demostraron que hepcidina regularia
negativamente la transcripcion de DMT1, mientras que Brasselagnel et al. (2011)

describieron que hepcidina induciria la internalizacién y degradacién proteosomal de DMT1.

Transportador de metales divalentes 1 y ZIP14 hepaticos

Es ampliamente conocido que el tejido hepatico almacena elevadas cantidades de hierro
en estados de sobrecarga, una condicidén clinica que cursa con altos niveles de hierro no
unido a transferrina (NTBI) (Brissot et al., 2012). La funcién de los importadores DMT1 y
ZIP14 ha sido asociada tanto a la captacion de TBI como a la de NTBI (Zhao et al., 2010;

Liuzzi et al., 2006; Garrick et al., 2003; Touret et al., 2003). Sin embrago, la participacién de
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estos transportadores en la captacién hepatica de NTBI no ha sido totalmente aclarada,
porque los estudios realizados han mostrado resultados contradictorios (Shindo et al., 2006;
Nam et al., 2013; Jenkitkasemwong et al., 2015). Estudios de Shindo et al. (2006) mostraron
gue DMT1 es el transportador responsable de la incorporacién de NTBI en los hepatocitos,
mientras que otros autores determinaron que ZIP14 seria un transportador esencial en esta
captaciéon (Nam et al. 2013; Jenkitkasemwong et al., 2015). Por ello, uno de nuestros
objetivos fue analizar la expresion de DMT1 y ZIP14 en higado en el Modelo de Sobrecarga
de Hierro.

La elevada expresién de DMT1 en hepatocitos en sobrecarga, podria reflejar su funcidn en
la captacién del hierro en exceso. Este aumento de DMT1 coincide con la regulacién del
transportador descripta en ratas alimentadas con una dieta rica en hierro (Trinder et al.
2000).

Estudios de Fleming et al. (1998) y de Gunshin et al. (1997) identificaron dos isoformas de
DMT1, DMT1-IRE y DMT1 no IRE, que se generan por corte alternativo en el extremo 3" del
ARNm. Es importante destacar que la isoforma DMT1 no IRE no es regulada post-
transcripcionalmente por el hierro celular, porque no posee el segmento IRE en su ARNm
(Andrews, 1999). En este sentido, el aumento de DMT1 hepdtico inducido por el hierro
podria ser el resultado de la regulacién de la isoforma no IRE de DMT1, dado que se conoce
qgue la isoforma DMT1 IRE disminuiria en exceso de hierro porque la inactivacién de IRPs
impide la interacciéon IRE-IRP favoreciendo la degradacion del transcripto (Andrews, 1999).

La localizacién intracelular de DMT1 en hepatocitos podria indicar que este importador
participa en la liberacién del biometal desde el endosoma al interior celular para su
almacenamiento, como fue sugerido previamente por Shindo et al. (2006) en células de
carcinoma hepatocelular. Esta propuesta se basa en las conocidas vias de movilizacion del
hierro en las que DMT1 ha sido involucrado en los hepatocitos (Graham et al., 2007).

De forma similar a la funciéon que propusimos para DMT1 en higado, el transportador
ZIP14 también podria actuar en la captacién hepdtica del hierro en exceso en nuestro
Modelo de Sobrecarga, como fue previamente caracterizado por Nam et al. (2013) en ratas
alimentadas con una dieta rica en hierro. Estos autores describieron que el hierro aumenté
la proteina ZIP14 y no su ARNm en higado, demostrando que ZIP14 seria regulado post-
transcripcionalmente (Nam et al., 2013). A diferencia de DMT1 y de ferritina, el ARNm de

ZIP14 no posee elementos IRE por lo que no es regulado por el sistema IRE-IRP (Wallander
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et al., 2006; Nam et al., 2013). Si bien no se conocen claramente los eventos celulares que
controlan post-transcripcionalmente a ZIP14, Nam et al. (2013) sugirieron los siguientes
mecanismos: la inhibicion de la traduccion, la represion de la traduccion por micro ARN o el

control de la localizacion del ARNm.

Ferritina hepatica

Teniendo en cuenta que nuestros resultados muestran que los importadores DMT1 y
ZIP14 son regulados por hierro en higado, planificamos estudiar el almacenamiento
hepatico del biometal analizando la distribucion de ferritina y de hemosiderina en este
tejido. Los estudios mostraron que los hepatocitos y las células de Kupffer almacenan
elevadas cantidades de hierro en sobrecarga, en coincidencia con los resultados descriptos
previamente en nuestro laboratorio (D’Anna & Roque, 2013). Este mecanismo representaria
una ventaja fisioldgica para proteger al organismo de los efectos téxicos del hierro al
aumentar sus reservas tisulares. El aumento del hierro hepatico confirma la conocida
funcién del higado como érgano de depdsito (Muiioz et al., 2009).

La elevada expresion de ferritina en sobrecarga podria explicarse por la regulacién post-
transcripcional de su ARNm. Esta regulacién de ferritina es mediada por la unién de IRPs al
segmento IRE localizado en el extremo 5° de su ARNm (Harrison & Arosio, 1996). La
inactivacion de IRPs por el exceso de hierro aumenta la expresion de ferritina debido a que
IRP inactiva no se une a IRE, por lo que no bloquea la traducciéon de esta proteina de

depdsito (Harrison & Arosio, 1996).

CONCLUSIONES

A partir de nuestros estudios sobre DMT1 duodenal podemos concluir que en sobrecarga
de hierro su localizacién perinuclear en enterocitos y su menor expresion, representarian un
mecanismo de ventaja fisiolégica al limitar la biodisponibilidad de hierro cuando los
depdsitos estan repletos. Esta condicion puede presentarse en pacientes que cursan con
elevado almacenamiento tisular de hierro, como se ha descripto en la hemocromatosis
hereditaria o en pacientes con B-talasemia que presentan sobrecarga de hierro como

consecuencia de las continuas transfusiones sanguineas y de la abundante absorcién
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duodenal de hierro por la reducida sintesis de hepcidina (Beutler, 2006; Ganz, 2011; Olivieri
& Brittenham, 2013).

En el tejido hepatico, la intensa expresion de DMT1 y ZIP14 en sobrecarga de hierro
sugiere una elevada tasa de captacién de hierro en el higado para aumentar su reserva
como ferritina y, por este mecanismo, disminuir la toxicidad del hierro libre. Ademas, la
molécula sefal hepcidina liberada por el higado, luego del clivaje de prohepcidina, actuaria
de una manera coordinada con DMT1 duodenal para controlar la absorcion del hierro de la
dieta en condiciones de sobrecarga. También, hepcidina podria limitar la exportacién del
hierro en el higado, debido a que se conoce que la interacciéon de esta hormona con
ferroportina (FPN) induce la internalizaciéon y degradacion del exportador FPN (Nemeth,
2004).

Finalmente, nuestros estudios muestran que en exceso de hierro existen mecanismos
sistémicos y celulares que modulan la absorcion duodenal del hierro de la dieta y su
almacenamiento hepatico mediante la regulacion de la expresion de DMT1, ZIP14, ferritina

y hepcidina, para disminuir el exceso de hierro libre que produce dafio celular (Figura 113).
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Figura 113. Via propuesta para limitar el hierro biodisponible en Sobrecarga de Hierro. La localizacion perinuclear
y la disminucion proteica de DMT1 en enterocitos y el aumento de la marcacién de ZIP14 y DMT1 en hepatocitos
indican funciones especificas de DMT1 y ZIP14 para limitar la absorcién duodenal de hierro y aumentar su
almacenamiento hepatico en sobrecarga de hierro. El aumento de Prohepcidina en hepatocitos contribuye con la

regulacion negativa de la absorcion y liberacién del hierro.
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MODELO DE DEFICIENCIA DE HIERRO

El desarrollo de un Modelo Animal de Deficiencia de Hierro nos permitié avanzar en el
estudio sobre la movilizacion del hierro en estados de desbalance. En este sentido, se
estudid la expresidon de proteinas claves del hierro en alta demanda inducida por la
deplecion del hierro de reserva, condicidn clinica frecuentemente observada en humanos

por la anemia ferropénica (Lopez et al., 2015).

Transportador de metales divalentes 1 duodenal

La funcién de DMT1 duodenal en la captacidon del hierro no hemo de la dieta seria
regulada por el bajo hierro, como se evidencia por la marcada expresion de DMT1 y su
redistribucion hacia la membrana apical en enterocitos en deficiencia de hierro. Estos
cambios fisioldgicos adaptativos permitirian estimular la absorcién duodenal de hierro para
restaurar el cuadro anemia. Estudios previos demostraron la localizacién apical de DMT1 en
duodeno de ratas y ratones alimentados con una dieta pobre en hierro (Canonne-Hergaux

et al., 1999; Trinder et al., 2000).

De manera similar a la hipétesis sobre la regulacion de DMT1 duodenal en sobrecarga de
hierro, proponemos que el sistema IRE-IRP podria ser responsable del aumento de DMT1 en
deficiencia. La interaccidn de la proteina IRP con el segmento IRE del ARNm de DMT1 por el
bajo nivel celular de hierro en deficiencia, induciria la estabilizacién del transcripto
favoreciendo su traduccidn. En este sentido, se ha descripto que la unién de IRPs con IRE
localizado en el extremo 3’ del ARNm de DMT1 previene la degradacién del transcripto por

ARNasas (Andrews, 1999).

Transportador de metales divalentes 1 hepatico

El higado posee una funcién dual en ciclo del hierro. Cumple funciones de reserva y
aporta hierro para la eritropoyesis cuando la demanda es alta (Graham et al., 2007). Aun
cuando ha sido descripta la participacion de DMT1 en la captacién de hierro unido a
transferrina en hepatocitos, su regulacidon hepatica en la eritropoyesis activa es

parcialmente comprendida (Touret et al., 2003). Estudios de Trinder et al. (2000) mostraron
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una disminucion de DMT1 en el higado de ratas alimentadas con una dieta pobre en hierro,
mientras que en un modelo similar Nam et al. (2013) identificaron un aumento de DMT1.

Es importante destacar que nuestros estudios aportarian claridad sobre la regulacion
hepatica de DMT1 a partir de su expresién y localizacién en el higado en un estado de alta
demanda de hierro. Postulamos que la baja expresion de DMT1 en hepatocitos en
deficiencia de hierro reflejaria una menor captacion hepatica de hierro para aumentar su
biodisponibilidad. Estudios de Trinder et al. (2000) realizados en ratas alimentadas con una
dieta deficiente de hierro mostraron los mismos cambios que nosotros en la expresién de
DMT1 en higado.

Para explicar la disminucién de DMT1 en deficiencia de hierro sugerimos que la isoforma
no IRE de DMT1 participaria en este mecanismo, dado que se conoce que la isoforma IRE de
DMT1 aumenta cuando los niveles celulares de hierro son bajos como en nuestro Modelo de

Deficiencia de Hierro (Andrews, 1999).

Ferritina hepatica

La baja expresion de ferritina en hepatocitos avala nuestra hipdtesis sobre la menor
captacién hepatica de hierro reflejada por la disminucion de DMT1. Cuando las necesidades
de hierro son elevadas, el higado tendria la funcién de aumentar el hierro biodisponible al

limitar su depésito.

De forma similar a la regulacion propuesta en exceso de hierro, el control de ferritina en
deficiencia podria ser mediado por las proteinas IRPs. Se sabe que cuando el nivel celular de
hierro es bajo, las proteinas IRP1 e IRP2 se activan por el desacople del cluster Fe-S y por la
menor degradacion proteosomal, respectivamente (Wallander et al., 2006). Estas proteinas
activas se unen al segmento IRE localizado en el extremo 5 del ARNm de ferritina
blogueando la traducciéon del transcripto, lo que disminuye los niveles de la proteina
(Harrison & Arosio, 1996). En este sentido, podriamos sugerir que el bajo nivel de hierro que
detectamos en higado en deficiencia activaria a las proteinas IRPs, que al unirse al segmento
IRE del ARNm disminuiria la expresion de ferritina.

De acuerdo a los resultados esperables, la disminuciéon de hemosiderina en la pulpa roja
del bazo en deficiencia de hierro, refleja la conocida funcidn esplénica en el suministro del

hierro requerido para la eritropoyesis activa (Roque et al., 2008).
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CONCLUSIONES

Nuestros estudios nos permiten concluir que la redistribucién apical de DMT1 en
enterocitos favoreceria la absorcidn intestinal de hierro, proceso fisioldgico esencial para
aumentar la biodisponibilidad del hierro requerido para restaurar el eritron. Ademads, la
menor captacién de hierro en hepatocitos reflejada por la débil expresién de DMT1 y la
disminucion de las reservas de hierro en higado y en bazo, evidencian la existencia de
mecanismos regulatorio presentes en los sitios de depdsito que aumentan la

biodisponibilidad del hierro.

Finalmente, concluimos que el tejido duodenal y hepatico actian en forma coordinada
para aumentar el hierro biodisponible para satisfacer el requerimiento eritropoyético

(Figura 114).
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Figura 114. Via propuesta para aumentar el hierro biodisponible en Deficiencia de Hierro. La localizacién
apical de DMT1 en enterocitos y la disminucién de su marcacién en hepatocitos indican una funcion especifica
de DMT1 para aumentar la absorcion duodenal de hierro y disminuir su almacenamiento hepatico en
deficiencia de hierro.
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Capitulo 3

Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en pancreas
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Se ha descripto ampliamente que la funcidon del pancreas es alterada en patologias
relacionadas con el exceso del hierro, siendo las mas frecuentes la hemocromatosis y la B-
talasemia (Simcox & McClain, 2013).

La forma mas frecuente de hemocromatosis es originada por la mutacién del gen HFE
(aproximadamente un 90%), que disminuye la sintesis de hepcidina originando como
consecuencia abundantes reservas tisulares de hierro (Ortiz Polo et al.,, 2012). En los
pacientes con B-talasemia la sobrecarga de hierro se origina por las continuas transfusiones
sanguineas, a lo que suma la disminucién de hepcidina por la eritropoyesis inefectiva de
esta enfermedad genética (Ganz, 2011).

Se ha identificado al hierro como el agente etiolégico que induce una alteracién en la
funcién pancredtica endocrina por el dafio oxidativo de las células B del pancreas secretoras
de insulina (Simcox & McClain, 2013). No obstante estos avances, los mecanismos
moleculares que median la sobrecarga de hierro pancreatica se conocen parcialmente.

El objetivo de este estudio fue avanzar en el conocimiento de los mecanismos
regulatorios del ciclo del hierro en pancreas que podrian prevenir o no enfermedades

relacionadas con el exceso de este biometal.

Transportador de metales divalentes 1 pancreatico

Nuestros estudios sobre la expresion de DMT1 en el islote de Langerhans del pancreas de
ratdn en condiciones basales, que colocaliza con DMT1 identificado en el pancreas humano
por Koch et al. (2003), ponen en evidencia la participacién de estas células en la
homeostasis del hierro.

Un aporte novedoso de nuestros estudios fue demostrar que el exceso de hierro induce
una disminuciéon de DMT1 en las células del islote de Langerhans. Esta regulacién funcional
podria actuar como parte de un mecanismo regulatorio que disminuiria la captacién del
biometal en las células endocrinas, que limitaria el dafio oxidativo mediado por hierro.

Un estudio reciente demostré que el nivel de DMT1 pancreatico no cambid en ratas
alimentadas con una dieta rica en hierro, que indicaria que el transportador DMT1 no seria
regulado por el exceso de hierro en pancreas (Nam et al.,, 2013). La discrepancia con

nuestros resultados podria adjudicarse a que la mayor sobrecarga de hierro de nuestro
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modelo, respecto del modelo de Nam et al. (2013), induciria sefiales mas contundentes
sobre la regulacién de DMT1.

Es importante notar que la disminucion de las reservas de hierro que evidenciamos en las
células endocrinas por la baja expresion de ferritina en sobrecarga de hierro, no se
correlacionan con el alto nivel de hierro en circulacién y en otros tipos celulares como
hepatocitos. Teniendo en cuenta la disminucién de las reservas de hierro en las células
endocrinas del islote, no se puede explicar la disminucién de DMT1 en estas células por el
sistema IRE-IRP. Si DMT1 fuera regulada por IRP los niveles del transportador deberian
aumentar, dado que el bajo hierro en las células del islote activaria a las proteinas IRP que al
unirse al segmento IRE del ARNm de DMT1 aumentarian su traduccién, como fue descripto
en enterocitos (Andrews, 1999). Por lo tanto, un mecanismo independiente de IRPs

regularia la disminucién de DMT1 en el pancreas.

Prohepcidina pancreatica

Considerando que los mecanismos moleculares que regulan la absorcidon celular del
hierro en pancreas no estan totalmente esclarecidos, se planteé como objetivo abordar el
estudio de la expresién de prohepcidina para evaluar si la sintesis pancreatica de hepcidina
es regulada por hierro a través de un mecanismo similar al descripto en el higado, donde es
mediado por RTf1, RTf2, HFE y HJV (Ganz & Nemeth, 2012). Nuestros estudios identificaron
que prohepcidina se localiza en las células del islote de Langerhans y evidenciaron su
participacién en la regulacion de la movilizacién del hierro pancreatico. Estudios previos de
Kulaksiz et al. (2008) describieron la localizacién de hepcidina en las células B del Islote de
Langerhans en ratas en condiciones basales.

La regulacién de hepcidina inducida por hierro en el pancreas endocrino, ha sido
evaluada en células de insulinoma de rata incubadas con hierro (Kulaksiz et al., 2008). Sin
embargo, es necesario realizar estos estudios in vivo, dado que la regulacidn de hepcidina
por hierro descripta en hepatocitos en cultivo por Nemeth et al. (2003), no se correlaciona
con la identificada por Pigeon et al. (2001) en el higado de ratones alimentados con una
dieta enriquecida en hierro (in vivo), lo que sugeriria la existencia de vias regulatorias

diferentes en las que podrian intervenir otros tipos celulares.
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En este contexto un aporte novedoso de nuestros estudios fue demostrar una alta
expresion de prohepcidina en las células endocrinas en sobrecarga, que sin duda reflejaria la
participacién de hepcidina en la regulacién local del hierro en exceso. La respuesta
regulatoria similar que demostramos en pdancreas en el presente capitulo y en higado en el
capitulo 2, sugiere la existencia de un mecanismo regulatorio coordinado en estos érganos.
Por lo tanto, podriamos postular que en las células del pancreas endocrino la regulacién de
hepcidina por hierro implicaria mecanismos regulatorios mediados por la saturacion de
transferrina similares a los identificados en hepatocitos.

La regulaciéon de hepcidina por el hierro sistémico involucra la unién de la transferrina
diférica (Tf-Fe) a RTf1 que produce el desplazamiento de la proteina HFE desde el RTf1 hasta
el RTf2, formandose el complejo RTf2-HFE que se estabiliza por la interacciéon de Tf-Fe
(Pantapoulos, 2008). El complejo FeTf-RTf2 aumentaria la sintesis de BMP6 que interacciona
con su co-receptor HJV vy con su receptor RBMP, siendo RBMP tipo | estabilizado por su
interaccidn con la proteina HFE que se librada de la unién con el RTfl (Rishi et al., 2015).
Finalmente, la interaccion de BMP6 con HJV y RBMP activa una via de sefializacién
intracelular en la que se fosforilan SMAD1/5/8 (pSMAD1/5/8). Esto favoreceria la union de
pSMAD1/5/8 con SMAD4 formando un complejo que translocaria al nucleo y activaria la
transcripciéon del gen de hepcidina (De Domenico et al., 2007).

Los mecanismos que propusimos para la regulacién de hepcidina hepatica en el capitulo
2 involucrarian el control de la hormona por el aumento de la transferrina diférrica y por el
alto contenido de hierro en hepatocitos. Sin embargo, en pancreas sugerimos que hepcidina
seria modulada Unicamente por la transferrina diférrica debido a que no detectamos un
aumento del hierro en las células endocrinas que expresan hepcidina. Por lo contrario vimos
una disminucién del hierro en estas células, no siendo probable que el aumento de
hepcidina en el pancreas endocrino sea regulado por el hierro intracelular.

Como las células del islote de Langerhans liberan las hormonas para actuar en forma
endocrina o paracrina, postulamos que hepcidina pancreatica podria actuar localmente en
la regulacion del hierro en exceso, pero también en forma sistémica (endocrina). En este
sentido, en estudios previos se ha sugerido que la sintesis basal de hepcidina en el pancreas
podria contribuir con los niveles circulantes de la hormona (Kulaksiz et al., 2008).

De nuestros resultados sobre la relaciéon inversa entre prohepcidina y DMT1 en exceso de

hierro, podemos sugerir que hepcidina actuaria en coordinaciéon con DMT1 en el islote de
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Langerhans. Esta coordinacion regulatoria podria proteger a las células endocrinas del dafio
oxidativo al limitar la captacién de hierro por DMT1. Este mecanismo de proteccion es
necesario dado que las células del islote de Langerhans no poseen un mecanismo celular
eficaz para la eliminacidn de las especies reactivas de oxigeno (Lenzen et al., 1996). Lenzen
et al. (1996) demostraron que las células del islote de Langerhans de ratdn son altamente
sensibles al estrés oxidativo porque la expresion de la enzima antioxidante catalasa fue
indetectable. Ademas, observaron que los niveles de superdxido dismutasa fueron bajos en
el pancreas endocrino respecto del observado en otros tejidos, como higado, rifién y

pulmoén (Lenzen et al., 1996).

Ferritina y hemosiderina pancreaticas

Nuestros estudios mostraron una notable expresién de ferritina en los islotes de
Langerhans en balance de hierro, reflejando que estas células son el reservorio de hierro en
el pancreas en condiciones basales. Los altos niveles de ferritina podrian ser generados por
un elevado flujo de hierro por la alta expresion de DMT1. En coincidencia con nuestros
resultados, MacDonald et al. (1994) identificaron elevados niveles basales de ferritina en el
islote de Langerhans en el pancreas de ratas.

La débil expresidn de ferritina y la ausencia de hemosiderina que observamos en el islote
de Langerhans en sobrecarga de hierro, reflejarian una reducida importacién de hierro
como consecuencia de la disminucién de DMT1 que describimos anteriormente en las
células endocrinas. Un posible mecanismo que regularia la disminucién de ferritina en las
células endocrinas podria ser la activacion de las proteinas IRPs inducida por el bajo hierro
en el islote, ya que se ha descripto que IRPs activas se unen al segmento IRE en el ARNm de
ferritina y bloquean su traduccion (Wallander et al., 2006).

Lu et al. (1991) describieron un leve aumento de ferritina y de hemosiderina en el islote
pancreatico en ratas con sobrecarga de hierro inducida por la administracién de Fe*"-NTA.
La discrepancia con nuestro estudio puede ser debida a las distintas formas de hierro
utilizadas para inducir la sobrecarga. Nuestra hipétesis sobre la diferente distribucidon
pancreatica del hierro segun el tipo de hierro empleado, es avalada por Awai et al. (1979)

guienes identificaron la presencia de hemosiderina en las células del islote de Langerhans en

199



Discusion

ratas sobrecargadas con Fe**-NTA, pero no cuando se utilizé6 una forma de hierro coloidal,
como la que nosotros empleamos.

Nuestro andlisis de ferritina en el pancreas exocrino muestra que las células del acino y
del tejido conectivo participan activamente en el almacenamiento del hierro en exceso,
resultados que concuerdan con los publicados en ratas alimentadas con una dieta rica en
hierro carbonilo (lancu et al., 1987).

La ausencia de DMT1 y la presencia de ferritina observadas en las células acinares, podria
indicar que DMT1 no es la principal via de captacién de hierro en estas células. En este
sentido, Jenkitkasemwong et al. (2015) han sugerido que el transportador ZIP14 mediaria la
captaciéon del hierro en exceso en las células acinares, en coincidencia con la funcién de
ZIP14 que propusimos en hepatocitos.

Con respecto al estudio de la distribucion del hierro en pancreas, se pone en evidencia
qgue el exceso de hierro induce una disminucién de las reservas en el islote de Langerhans,
depositandose selectivamente en las células del acino y del tejido conectivo. Esta
distribucién del hierro en pancreas podria representar un mecanismo beneficioso para
disminuir la acumulacion del hierro en el pancreas endocrino, cuyas células fueron
caracterizadas por su alta sensibilidad al estrés oxidativo (Lenzen et al., 1996).

La ventaja funcional que representa la disminucion del depésito de hierro en el pancreas
endocrino, es refutada por un estudio que sugirié que la disfuncién del pancreas endocrino
podria ser secundaria a la alteraciéon de la microcirculacién en la zona endocrina originada

por el exceso de hierro en la zona exocrina (lancu, 1992).

CONCLUSIONES

Podemos concluir que la homeostasis del hierro en pancreas es desregulada en exceso de
hierro produciendo la sobrecarga de hierro en el pdancreas exocrino con posibles
consecuencias a largo plazo en el endocrino.

La coordinacion funcional de DMT1 y hepcidina en los islotes de Langerhans, podria ser
parte de mecanismo que regula la captaciéon de hierro pancreatico previniendo la
acumulacién del hierro libre en células endocrinas. La disminucién de la captacion de hierro

como resultado de la baja expresion de DMT1 en las células endocrinas, reduciria la
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expresion de ferritina. Siendo las células de reserva de hierro las acinares y las del tejido
conectivo.

El ciclo del hierro en pancreas es regulado por la acciéon coordinada de proteinas del
hierro que contribuyen a la proteccion del tejido pancreatico endocrino al limitar el hierro
libre que produce especies reactivas de oxigeno. El depdsito de hierro en las células acinares
y del tejido conectivo constituye una ventaja biolégica de la regulacion del ciclo del hierro

en el pancreas (Figura 115).
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Figura 115. Via propuesta para limitar la acumulacion de hierro en el pancreas endocrino en
Sobrecarga de Hierro. La disminucién de la proteina DMT1 en el islote de Langerhans indica una
funcidn especifica de DMT1 para limitar la captacidon de hierro que disminuye su acumulacién en
células endocrinas, aumentando el depdsito de hierro en células acinares y conectivas. El aumento de
prohepcidina en células endocrinas contribuiria con la regulacidon negativa de la captacion de hierro
en el islote de Langerhans.
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Capitulo 4

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en rinon
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El rindn ha centrado la atencién de distintos grupos de investigacidon con el objetivo de
profundizar en el conocimiento de su relacién funcional con el metabolismo del hierro
(Abouhamed et al., 2006; Veuthey et al., 2008; lkeda et al., 2013; Moulouel et al., 2013). En
los ultimos anos la identificacion de proteinas del ciclo del hierro en el tejido renal abrid
interesantes expectativas para esclarecer los mecanismos que asocian la enfermedad renal
con el hierro como un factor etiolégico (Meyron-Holtz et al., 2004; Kulaksiz et al., 2005;
Veuthey et al., 2008).

Los niveles de hierro libre intracelular aumentan cuando se altera la funcién renal por el
dafio de las células glomerulares y tubulares por diversos mecanismos (Shah et al., 2007). En
los pacientes con enfermedades del rifién, los tubulos renales pueden estar expuestos a
altas concentraciones de hierro debido al aumento de la filtracién glomerular de hierro y de
proteinas que contienen hierro, incluyendo hemoglobina, transferrina y lipocalina asociada
a gelatinasa de neutréfilos (Martines et al., 2013).

Nuestra experiencia sobre la funcién renal y su relacién con el hierro se origina por el
estudio de la regulacién de la expresion renal de prohepcidina, ferroportina y DMT1 en la
restauracién del eritrén en un modelo de ratdn de anemia (Veuthey et al., 2008). Nuestros
resultados demostraron que en anemia hemolitica la prohepcidina renal actia en
coordinacidn con ferroportina y DMT1, indicando que el rifién participa en la homeostasis
del hierro (Veuthey et al., 2008).

El desarrollo de estrategias terapéuticas tendientes a reducir los niveles de hierro luminal
o intracelular podrian ser el abordaje adecuado en un futuro para el tratamiento de la
enfermedad renal aguda y crénica relacionada con la disfuncion del hierro. En
enfermedades hereditarias como la talasemia, los procesos de peroxidacién lipidica son
mediados por el hierro libre que produce disfuncién tubular y alteracion aguda de la funcién
renal, evaluada por el aumento de creatinica sérica (Bhandari & Galanello, 2012).

Se ha descripto que en la enfermedad renal aguda hay un marcado aumento de la
fraccién de hierro 1abil (Shah et al., 2011). Se demostrd que la quelacion del hierro tiene un
efecto protectivo de la funcién renal asociado a una marcada reduccién de los efectos
téxicos del hierro (lkeda et al., 2013; Rajapurkar et al., 2013).

La mejor comprensién de la accion del hierro en la lesién renal y como blanco
terapéutico, requiere profundizar el conocimiento de los mecanismos del metabolismo del

hierro y el papel de las proteinas enddgenas que participan en la quelacion, la regulaciéon y
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el transporte de hierro, incluyendo la hepcidina, el receptor de transferrina 1 (RTf1), el
transportador ZIP14, el transportador de metales divalentes 1 (DMT1) y la ferritina.

Los ultimos avances sugieren que complejos mecanismos del metabolismo del hierro
existen en el rindn modulados directa o indirectamente por el hierro celular, la inflamacion

y el estrés oxidativo.

MODELO DE SOBRECARGA DE HIERRO

El estudio del metabolismo del hierro renal y sus disfunciones en nuestro Modelo de
Sobrecarga representa alteraciones estructurales y funcionales andlogas a las que se
desarrollan en patologias renales que cursan con mayor contenido de hierro en el filtrado
glomerular y, como consecuencia, en el epitelio tubular renal.

La observacion de altos niveles de ferritina y hemosiderina en los segmentos S1 y S2 del
tubulo proximal nos indican que estos tubulos son los principales sitios que almacenan
hierro. Por lo tanto, postulamos que la acumulacién de hierro en el tubulo proximal podria
ser el agente etioldgico responsable del dafio celular renal. En este sentido, Kudo et al.
(2008) demostraron que el exceso de hierro afectd la funcion renal e indujo dafio de las
células epiteliales del tubulo proximal con vacuolizacidn, descamacion, y necrosis en ratas

sobrecargadas de hierro por la administracién intravenosa de hierro sacarato.

Receptor de transferrina 1 renal

Se conoce ampliamente que el receptor de transferrina 1 (RTfl) es una glicoproteina
ubicua, que participa en la captacién de hierro en diversos tejidos a través de su union a la
transferrina (Aisen, 2004). Estudios de Lu et al. (1989) identificaron al receptor de
transferrina en células tubulares renales aunque su funcién en la dishomeostasis del hierro
no ha sido claramente dilucidada.

Nuestros estudios de localizacién del RTfl en rindn constituyen un aporte a este
problematica que asocia enfermedad renal con hierro porque es un transportador de hierro
presente en la mayoria de las células del organismo, y por ser un regulador de la sintesis de
hepcidina mediada por proteinas morfogenéticas éseas (Ganz & Nemeth, 2012). La

presencia del RTfl identificada en los tubulos proximales y en las células tubulares de la
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médula interna, sugiere que estos segmentos de la nefrona participan en la captacion del
hierro unido a transferrina en estados de suficiencia del biometal. Otros autores han
descripto que la transferrina (Tf) podria ser filtrada a través de la membrana glomerular,
avalando nuestra hipétesis sobre la accion del RTf1 en el balance renal de hierro (Zhang et
al., 2007; Smith & Thévenod, 2009).

En exceso de hierro la baja expresion del RTf1 que observamos en los tubulos proximales
y en la médula interna, sugeriria la activacién de una respuesta regulatoria tendiente a
disminuir la importacién del hierro en exceso. Lu et al. (1989) describieron una disminucidn
cortical y medular del RTfl en el rindn de ratas sobrecargadas de hierro por la
administracion de nitrilotriacetato férrico. Sin embargo, estos estudios difieren del nuestro
en la localizacion del RTf1, dado que Lu et al. (1989) lo identificaron en tubulos distal en
ratas con sobrecarga de hierro y nosotros en tubulos proximales en ratones con sobrecarga.
La discrepancia entre la localizacidn tubular de RTf1, puede deberse al uso de otra especie
animal como la rata en lugar de ratén. En coincidencia con nuestros resultados, un estudio
realizado en ratones identificd la expresién del RTf1 en el tubulo proximal renal (Zhang et
al., 2007)

Podemos postular que el control post-transcripcional del RTf1 mediado por las proteinas
IRPs regularia la disminucién del receptor en el rifidn en sobrecarga de hierro. En este
sentido, la falta de unidn de IRPs al segmento IRE del ARNm del RTfl en exceso de hierro,
favorece la degradaciéon del transcripto por ARNasas disminuyendo su traduccién
(Muckenthaler et al., 2008).

La disminucion del RTf1 por hierro no explicaria el aumento de los depdsitos de hierro
gue observamos en las células del tubulo proximal, evidenciando que otra via de transporte

mediaria la sobrecarga renal.

Transportador de metales divalentes 1 renal

El transportador DMT1 podria participar de la captacidén celular del exceso de hierro,
debido a que los estudios de Ferguson et al. (2001) lo identificaron en el tejido renal.

En coincidencia con los datos publicados en la literatura, nuestros resultados que
identifican la localizacién intracelular de DMT1 principalmente en el tdbulo proximal,

reflejarian la participacién de este importador en la movilizacién de hierro para mantener
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su equilibrio celular en rifién (Abouhamed et al. 2006). Estos resultados fueron descriptos
por otros autores, quienes también identificaron la expresion de DMT1 en tubulos
proximales (Gunshin et al., 1997; Canonne-Hergaux & Gros, 2002). Ademas, la distribucién
intracelular de DMT1 en la médula renal que observamos en balance de hierro seria avalada
por un estudio de Ferguson et al. (2001) que identificé la expresion de DMT1 en el asa de
Henle y en el conducto colector de ratas en condiciones basales.

Abouhamed et al. (2006) caracterizaron la localizacion de DMT1 en endosomas tardios en
células tubulares proximales de rata y describieron su colocalizacién con la transferrina (Tf)
en células renales. Por lo tanto, dada la localizacién intracelular de DMT1 que detectamos
en las células tubulares proximales y de la médula interna en condiciones basales,
podriamos sugerir la participacion de DMT1 en la captacién del hierro unido a transferrina
contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis del hierro en el rifidn.

En coincidencia con un estudio realizado en ratas alimentadas con una dieta rica en
hierro, nuestros resultados también muestran una disminucién de DMT1 en los tubulos
proximales en exceso de hierro, lo que evidenciaria una menor captacién de este biometal
en la corteza renal (Wareing et al., 2003). Asimismo, la leve disminucidon de DMT1 inducida
por hierro que identificamos en la médula interna, sugiere que la captacién renal de hierro
mediada por DMT1 es controlada mayoritariamente en la corteza renal y, en menor medida,
en la médula.

La disminucidon de DMT1 en los segmentos S2 del tubulo proximal y en la médula interna
en exceso de hierro, podriamos explicarla por la degradacién del ARNm de DMT1 por la
inactivacion de las proteinas citosdlicas IRPs cuando el nivel celular de hierro es alto,
postulando una regulacién post-transcripcional similar a la identificada en duodeno
(Canonne-Hergaux et al., 1999).

La regulacién de DMT1 por hierro puede ser interpretada como una via regulatoria para
limitar la captacion renal de hierro en sobrecarga. En este mecanismo regulatorio, DMT1
actuaria en coordinacién con RTf1.

Postulamos que la disminucion de DMT1 y RTf1 y el aumento de las reservas de hierro en
las células proximales en sobrecarga pondrian en evidencia la posible participacion de
transportadores diferentes a los descriptos, DMT1 y RTf1, en la captacién del hierro en

exceso.
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ZIP14 renal

El transportador ZIP14 centré nuestra atencidn dado que en la literatura se lo ha
identificado como un transportador muy eficiente del hierro libre cuando se excede la
capacidad de saturaciéon de transferrina (Liuzzi et al., 2006). Ademas, trabajos mas actuales
de Knutson y colaboradores, han descripto que ZIP14 participa en la movilizacién endosomal
de hierro, compitiendo con DMT1 en el transporte del hierro desde el interior del endosoma
hacia el citoplasma en células pancreaticas y hepaticas (Zhao et al., 2010; Nam et al., 2013).
Los avances realizados en la funcién de ZIP14 en el ciclo del hierro en diversos tejidos no
han sido suficientes para aclarar su actividad en el rifidn.

De nuestros resultados sobre la localizacién apical de ZIP14 en las células de los tubulos
proximales y de la médula externa en estado de suficiencia de hierro, surge que ZIP14
participaria en la captacién del hierro libre del ultrafiltrado glomerular en balance de hierro.
La localizacién apical de este transportador ha sido previamente caracterizada en una linea
celular del epitelio renal (células MDCK) en condiciones basales (Girijashanker et al., 2009).

Hasta el presente la regulacion de ZIP14 en rifidén en estados de desbalance del hierro no
es totalmente clara. Posiblemente puede deberse a que el estudio de ZIP14 en el rifidén se ha
centrado en su actividad como proteina transportadora de cd* y Mn?* (He et al., 2009;
Fujishiro et al., 2012). Por lo tanto, un aporte novedoso de nuestro trabajo fue demostrar un
aumento de ZIP14 inducido por hierro en el tibulo proximal que reflejaria claramente una
regulacién de ZIP14 dependiente del hierro en rifidn.

Otro aporte de nuestros estudios es que el aumento cortical de ZIP14 evidencia su
funcién en la captacion del hierro en exceso, en coincidencia con la actividad de ZIP14
descripta en el higado de ratas alimentadas con una dieta enriquecida en hierro (Nam et al.,
2013). El aumento de ZIP14 en las células epiteliales del tubulo proximal explicaria la
sobrecarga observada en estos tubulos.

Si bien hasta el presente no se conocen claramente los mecanismos que regulan la
expresion de ZIP14 por hierro, Nam et al. (2013) describieron que el aumento de ZIP14 en

exceso de hierro seria mediado por un control post-transcripcional.
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Prohepcidina renal

Nuestro estudio sobre la distribucién tisular de prohepcidina renal en condiciones
basales muestra que tanto el segmento S2 del tubulo proximal como la médula interna,
participan en la regulacién de la homeostasis renal del hierro, como fue sugerido
previamente en estudios de nuestro laboratorio (Veuthey et al. 2008).

Un aporte novedoso es la funcidn de hepcidina renal sobre el hierro en exceso.
Considerando que en el rifidn identificamos una mayor expresién de prohepcidina en
sobrecarga de hierro, que también describimos en higado, postulamos la existencia de un
mecanismo regulatorio comun en ambos tejidos. Una hipétesis atractiva que explicaria el
aumento de prohepcidina en exceso de hierro, se basa en el control transcripcional del gen
de hepcidina por el alto porcentaje de saturacién de transferrina y por el aumento del hierro
celular a través de una via mediada por las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) y SMADs.

Respecto de la regulacion del gen de hepcidina por la saturacidn de transferrina, se sabe
qgue la unién de la transferrina diférrica (Tf-Fe) al RTf1 produce el desplazamiento de la
proteina HFE desde el RTfl hasta el RTf2 (Pantapoulos, 2008). Como fue mencionado
anteriormente, el complejo RTf2-HFE se estabiliza por la interaccion de Tf-Fe aumentando la
sintesis de BMP6 (Rishi et al., 2015). Luego, BMP6 interaccionaria con su co-receptor HJV y
con su receptor RBMP desencadenado la fosforilacién de SMAD1/5/8 (Rishi et al., 2015).
Finalmente, las proteinas SMADs fosforiladas (pSMAD1/5/8) formarian un complejo con
SMAD4 que translocaria al ndcleo y activaria la transcripcion del gen de hepcidina (De
Domenico et al., 2007).

Se ha descripto que los niveles de hierro intracelular también regulan la expresién de
hepcidina, a través del aumento de la sintesis de BMP6 inducido por el exceso de hierro
(Kautz et al., 2008). Posteriormente, la interaccién de BMP6 con HJV y con RBMP activan la
via regulatoria mediada por SMADs que aumenta la transcripcién del gen de hepcidina
(Ramos E. et al., 2011). Otra via que controlaria la expresién de hepcidina por los niveles
intracelulares de hierro involucra la interaccion de BMP6 con un complejo preformado de
receptores de BMP tipo | y tipo Il que activan la cascada intracelular de SMADs (Latour et al.,
2015).

Considerando que nuestro Modelo de Sobrecarga de Hierro cursa con aumento de la

saturacidn de transferrina y del hierro en células del tibulo proximal, sugerimos que ambos
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estimulos regularian la transcripcion del gen de hepcidina aumentando la expresion de
prohepcidina y de hepcidina en las células tubulares proximales.

Postulamos que el aumento de hepcidina y la disminucién de DMT1 que observamos en
rifdn podrian reflejar una funcién modulatoria negativa de hepcidina sobre la captacion
renal de hierro para limitar su importacion. Estudios realizados en células renales de ratén
knock-out para hepcidina tratadas con hepcidina exdgena observaron, en coincidencia con

nuestra hipotesis, que hepcidina regularia negativamente a DMT1 (Moulouel et al., 2013).

CONCLUSIONES

De acuerdo con lo descripto previamente en la literatura, nuestros resultados nos
permiten concluir que las células del tubulo proximal y de la médula interna son los
segmentos de la nefrona que participan en la regulacion del ciclo del hierro en este érgano
(Veuthey et al., 2008)

La disminucién en la expresién de DMT1 y de RTfl en los tubulos proximales y en la
médula interna en sobrecarga de hierro podria ser un mecanismo que intenta limitar la
captaciéon del hierro en exceso. Sin embargo, el aumento de hemosiderina y ferritina
muestran claramente que las células epiteliales del tubulo proximal se encuentran
sobrecargadas de hierro. En este sentido, el aumento de ZIP14 en las células del tubulo
proximal seria el mecanismo responsable del transporte del exceso de hierro al interior
celular que originaria la sobrecarga observada.

Nuestros estudios también muestran una relacién inversa entre prohepcidina y DMT1 en
sobrecarga, que evidenciaria una accién coordinada de hepcidina renal con el importador
DMT1 para controlar la importacion de hierro.

Finalmente podemos concluir que en exceso de hierro, a pesar de la ventaja fisioldgica
gue muestra la disminucién de DMT1 y RTf1, se favoreceria la captacion de hierro renal a
través de ZIP14, aumentando de esta forma el hierro libre que es tdxico para células y

tejidos (Figura 116).
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Figura 116. Panel izquierdo: Via propuesta para aumentar la acumulacién de hierro en la corteza renal
en Sobrecarga de Hierro. El aumento de la proteina ZIP14, la disminuciéon de RTfl y de DMT1 y la
localizacion apical de ZIP14 en células del tubulo proximal indican una funcion especifica de ZIP14 para
captar el hierro en exceso produciendo la sobrecarga de hierro renal. El aumento de prohepcidina en las
células del tubulo proximal contribuiria a la regulacidn de la captacion renal de hierro. Panel derecho: Via
propuesta para limitar la acumulacién de hierro en la médula interna renal en Sobrecarga de Hierro. La
disminucion de DMT1 y de RTf1 en las células de la médula interna renal indican funciones especificas de
RTf1 y DMT1 para limitar la captacion del exceso de hierro. El aumento de prohepcidina en las células de
la médula renal interna contribuiria a la regulacion de la captacidn de hierro.
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MODELO DE DEFICIENCIA DE HIERRO

En el organismo, la biodisponibilidad del hierro estd bajo un estricto control de una red
de proteinas que lo movilizan y almacenan, donde la hepcidina es el principal regulador
(Mufioz et al., 2009). Se sabe que cuando la demanda de hierro es elevada, los bajos niveles
de hepcidina permiten una mayor absorcidon duodenal de hierro y su liberaciéon desde los
sitios de reserva como los macréfagos del sistema reticuloendotelial (Ganz, 2011).

Estudios de nuestro laboratorio y de otros grupos sugirieron que el rindn también
participaria en el control del hierro biodisponible mediante la regulacién de la pérdida
urinaria de hierro (Abouhamed et al., 2006; Wareing et al., 2003; Veuthey et al., 2008). Por
ello, nos propusimos estudiar el ciclo del hierro en el rifndn en un estado de desbalance que
cursa con un alto requerimiento celular y sistémico de hierro, como representa nuestro

Modelo de Deficiencia de Hierro.

Receptor de transferrina 1 renal

Se conoce que el hierro transportado por la transferrina (Tf) ingresa a las células a través
de un proceso de endocitosis mediado por el receptor de transferrina 1 (RTf1), glicoproteina
homodimérica transmembrana cuyos mondmeros se encuentran unidos entre si por dos
puentes disulfuro (Pérez et al., 2005). En la mayoria de las células la captacion del hierro
unido a transferrina es modulada por la expresiéon del RTf1 en la membrana celular (Aisen,
2004).

La presencia del RTfl que observamos en la membrana apical en las células del tubulo
proximal y de los tubulos medulares en deficiencia de hierro, sugiere que este receptor
tendria una funcidn fisiolégica relevante en la reabsorcién renal de hierro para restaurar el
eritron. La redistribucion del RTfl hacia la membrana apical de las células tubulares
proximales en deficiencia de hierro, respecto de la localizacién citoplasmatica observada en
control, constituye un aporte novedoso dado que no habia sido descripto previamente
cambios en la localizacién celular del RTf1 en el rifidn. En la bibliografia existen datos que
muestran Unicamente el aumento del RTfl en la corteza y en la médula renal en ratas
alimentadas con una dieta deficiente de hierro (Lu et al. 1989).

A diferencia de nuestros resultados que muestran la expresion del RTf1 en el tubulo

proximal en el rifidn de ratones con deficiencia de hierro y en los controles, Lu et al., (1989)
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identificaron la expresion del RTfl en el tubulo distal renal de ratas control y con deficiencia
de hierro. Estas diferencias podrian ser debidas a las distintas especies empleadas, dado que
un estudio realizado en ratones por Zhang et al. (2007) detectaron la expresién del RTfl en
el tubulo proximal renal, en coincidencia con nuestros resultados.

El aumento del RTfl que observamos en el tubulo proximal en deficiencia de hierro
podriamos explicarlo por la regulacién de su traduccion mediada por la proteina reguladora
del hierro (IRP). Se sabe que esta regulacidn post-transcripcional aumenta la expresion del
RTf1 mediante la activacion, por el bajo hierro, de las proteinas citosélicas IRPs que se unen
al segmento IRE en el extremo 3’ del ARNm del RTf1. Esta interaccion aumenta la estabilidad
del transcripto del receptor al protegerlo de la degradacion mediada por ARNasas
(Wilkinson & Pantopoulos, 2014). Otra posible explicacion para el aumento de RTfl
involucraria una regulacién transcripcional mediada por el factor inducible por hipoxia (HIF),
debido a que HIF es regulado en células con deficiencia de hierro y a que el promotor del
gen del RTf contiene elementos de respuesta a HIF (Lok & Ponka, 1999; Metzen & Ratcliffe,
2004).

Transportador de metales divalentes 1 renal

En estudios previos de nuestro laboratorio se demostré que la regulacion de DMT1 en el
rifdn seria dependiente de las necesidades sistémicas de hierro, reflejando su funcién en la
captacién renal de hierro (Veuthey et al., 2008).

Nuestras evidencias experimentales actuales muestran que la deficiencia de hierro indujo
una redistribucién de DMT1 hacia el citoplasma cercano a la membrana apical en células
epiteliales de los segmentos S2 y S3 del tubulo proximal, respecto de la distribucion
homogénea identificada en condiciones basales. Este cambio en la localizacién de DMT1 en
la corteza renal evidencia la relevancia funcional de este importador en la captacion de
hierro desde el ultrafiltrado glomerular para satisfacer la alta demanda de hierro sistémica y
del tejido renal. Otros autores han sugerido también que, cuando la necesidad de hierro es
elevada, la modulacién de DMT1 renal puede ser un proceso que le permite al organismo
conservar hierro (Martines et al., 2013).

A diferencia de nuestros estudios que no muestran cambios evidentes en el contenido

proteico de DMT1, Canonne-Hergaux & Gros (2002) demostraron el aumento de DMT1
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renal en ratones alimentados con una dieta deficiente en hierro. Posiblemente en nuestro
modelo la redistribucién apical de DMT1 fue suficiente para aumentar la captacién de
hierro, sin la necesidad de aumentar la proteina.

La zona cortical renal participaria en forma mas preponderante en la captacion de hierro
gue la zona medular, como demostramos por los cambios regulatorios de DMT1 mads
notorios en los tubulos proximales respecto de los tubulos de la médula interna. En este
sentido, un estudio de Wareing et al. (2003) sugirié que el aumento de la captaciéon renal de
hierro en ratas alimentadas con una dieta pobre en hierro, seria el resultado de la

regulacién de DMT1 en la corteza renal.

Prohepcidina renal

Sin duda, nuestros estudios muestran una regulacién renal de las proteinas involucradas
en la movilizaciéon celular del hierro en deficiencia. La regulacién de hepcidina renal por los
bajos niveles de hierro fue evidenciada por la disminucién de prohepcidina en las células
tubulares del segmento S2 del tdbulo proximal y de la médula interna en deficiencia de
hierro.

La disminucion de hepcidina en rifidn en los ratones con deficiencia de hierro, coincide
con los cambios descriptos por Nicolas et al. (2002) en el higado de ratones flebotomizados.
Podemos postular que la sintesis de hepcidina en ambos tejidos seria regulada por
mecanismos moleculares similares en un estado de alta demanda de hierro.

Se ha descripto recientemente que la eritropoyetina liberada en la anemia regula
negativamente la transcripciéon de hepcidina en el higado (Gammella et al., 2015). Esta
regulacién seria mediada por vias indirectas que involucrarian la sintesis del regulador
eritroide ERFE (erythroid factor erythroferrone) en eritroblastos que inhibe la transcripcion
del gen de hepcidina (Gammella et al., 2015). En base a esta regulacion podriamos postular
qgue en deficiencia de hierro aumentarian los niveles de EPO por hipoxia, regulando
negativamente la transcripcién del gen de hepcidina.

La disminucién de prohepcidina que observamos en deficiencia de hierro en los tubulos
proximales y en la médula interna, seria avalada por estudios previos de nuestro laboratorio
gue demostraron disminucion de prohepcidina renal en ratones con anemia hemolitica, un

estado de alta demanda de hierro (Veuthey et al., 2008). Esta disminucién del pro-péptido
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en deficiencia reflejaria la funciéon local de prohepcidina en el tejido renal. Hepcidina renal
podria actuar en coordinacion con DMT1 en las células del segmento S2 y de la médula
interna para controlar la reabsorcion renal de hierro. La relacidon entre hepcidina y DMT1
gue proponemos encuentra asidero en estudios que describieron la estabilizacion de DMT1

renal en ratones knock-out para hepcidina (Moulouel et al., 2013).

CONCLUSIONES

Se sabe que en deficiencia de hierro se produce un aumento de la eritropoyesis mediada
por la liberacidn de EPO (Roque et al., 2001). En este estado, existe un accidon coordinada
entre la absorcidon duodenal de hierro y su liberaciéon desde los sitios de depdsitos, para
aumentar el hierro biodisponible (Ganz, 2011).

En rifidn, nuestros resultados muestran que existiria un mecanismo regulatorio que
limitaria la pérdida de hierro por orina y aumentaria la biodisponibilidad del hierro
requerido por la eritropoyesis activa. En este mecanismo, la localizacién apical de DMT1 y
de RTfl en tubulos proximales junto con la alta expresidén citoplasmatica de DMT1 y la
localizacién apical de RTf1 en la médula interna, favorecerian la reabsorcién de hierro desde
el ultrafiltrado glomerular aumentando el hierro requerido por el tejido renal y por la
eritropoyesis activa. Ademas, la regulacion de la sintesis local de hepcidina podria contribuir
a la regulacidon de la reabsorcidon del hierro en el tejido renal a través de su accion
coordinada con DMT1.

Finalmente, podemos concluir que la accidon coordinada de hepcidina con DMT1 y RTf1
favoreceria la reabsorcidén de hierro desde el ultrafiltrado glomerular cuando la demanda
eritropoyética de hierro es alta. Este mecanismo, suministraria el hierro requerido por las
células renales y, también, podria contribuir con el mantenimiento de la homeostasis de

hierro en el organismo (Figura 117).
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Figura 117. Panel izquierdo: Via propuesta para aumentar la captacion de hierro en la corteza renal

en Deficiencia de Hierro. La localizacién apical de DMT1 y RTf1 y el aumento de su marcacidn en las

células tubulares proximales indican funciones especificas de ambas proteinas para captar hierro en la

corteza renal. La disminucién de prohepcidina en las células del tdbulo proximal contribuiria a la

regulacion de la captacion de hierro. Panel derecho: Via propuesta para aumentar la captacion de

hierro en la médula interna renal en Deficiencia de Hierro. El aumento de la marcacion de DMT1y la

localizacion apical de RTf1 en las células tubulares de la

médula interna indican funciones especificas

de ambas proteinas en la captacion de hierro en la médula interna. La disminucién de prohepcidina en

las células de la médula renal interna contribuiria a la regulacién de la captacion de hierro.
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Capitulo 5

Modelos Animales de Sobrecarga y de Deficiencia de Hierro.
Caracterizacion de las proteinas del hierro
y su regulacion en pulmon
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El hierro es el metal que se encuentra en mayor abundancia en casi todos los ambientes
atmosféricos (Schroeder et al, 1987). Dado que el pulmdn ofrece una extensa interface con
el medio ambiente, se deduce que estd expuesto continuamente a particulas transportadas
por el aire que contienen hierro libre en estado férrico (Ghio, 2009). La respiracion humana
a un ritmo normal puede exponer a los pulmones a aproximadamente 10 pg de hierro por
dia (Ghio, 2009).

Debido a la continua exposicidon del pulmdn al hierro y al oxigeno, la producciéon de
especies reactivas del oxigeno causa dafo oxidativo en las células pulmonares (Ghio et al.,
2006). La toxicidad del hierro estd implicada en la patogénesis de diversas enfermedades
pulmonares, que incluyen neumonia, fibrosis quistica e inflamaciéon pulmonar inducida por
cigarrillo, radiacién, quimioterapia y polvos minerales téxicos (Ghio, 2009). Por otro lado, se
ha identificado que la deficiencia de hierro es un estado clinico que agrava algunas
patologias del pulmdén, como fue observado en la inflamacién pulmonar alérgica y en la
hipertensidon pulmonar (Smith et al., 2009; Rhodes et al., 2011; Brigham et al, 2015)

Sin duda, la existencia de mecanismos de proteccidon contra el dafio oxidativo inducido
por hierro son necesarios para mantener la homeostasis pulmonar y proteger a los
pulmones del hierro cataliticamente activo que puede causar dafo oxidativo. Por ello, en el
presente capitulo abordamos el estudio del metabolismo del hierro en el pulmén en

modelos animales que presentan dishomeostasis del hierro.

MODELO DE SOBRECARGA DE HIERRO

Nuestro Modelo de Sobrecarga de Hierro con aumento de la reserva pulmonar de hierro
se desarrollé para disponer de una condicién clinica andloga a la que se presenta en
enfermedades del pulmdn (Ghio, 2009). El estudio de las bases celulares y moleculares del
transporte del hierro en este modelo, podria sugerir enfoques preventivos y terapéuticos

para reducir la afeccién pulmonar relacionada con la dishomeostasis del hierro.

ZIP14 pulmonar

Se ha descripto que el transportador ZIP14 es capaz de mediar la captacion de diversos
metales divalentes de importancia nutricional, como el hierro (Jenkitkasemwong et al.,

2012). En este sentido, se demostro que ZIP14 podria importar el hierro proporcionado a las
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células como citrato férrico, una forma de hierro no unido a transferrina (NTBI) que
aumenta en situaciones fisiopatoldgicas de sobrecarga de hierro (Liuzzi et al., 2006).

Un aporte novedoso de nuestro estudio fue identificar la localizaciéon intracelular de ZIP14
en las células bronquiales, porque hasta el presente solo se habia identificado la presencia
del ARNm de ZIP14 en muestras humanas de tejido pulmonar (Wang C. Y. et al., 2012). El
aumento de ZIP14 inducido por hierro que detectamos en las células bronquiales evidencia
una respuesta fisioldgica originada por el exceso de hierro pulmonar, que podria ser parte
de un mecanismo homeostatico para captar el hierro libre toxico.

El alto nivel de ZIP14 localizado en el citoplasma de las células bronquiales favoreceria la
movilizacion intracelular del hierro en un estado de sobrecarga. Esta funcién intracelular de
ZIP14 en exceso de hierro fue previamente sugerida en células acinares pancredticas en
ratas alimentadas con una dieta enriquecida en hierro (Nam et al., 2013).

Los mecanismos que regulan la expresién del transportador ZIP14 en exceso de hierro no
han sido totalmente aclarados. Se ha descripto que el hierro aumentaria los niveles de ZIP14
mediante una regulacidon post-transcripcional en el higado y el pdncreas de ratas
alimentadas con una dieta enriquecida en hierro (Nam et al., 2013). La regulacién post-
transcripcional de las proteinas del ciclo del hierro es mediada por las proteinas IRPs que se
unen a elementos de respuesta de hierro (IRE) situados en ARNm de las proteinas, como
ferritina, DMT1 y RTf1 (Muckenthaler et al., 2008). Sin embargo, el ARNm de ZIP14 no posee
elementos IRE vy, por lo tanto, no es probable que sea regulado por el sistema IRE-IRP. Si
bien no se conocen con precision los eventos celulares que regulan post-
transcripcionalmente a ZIP14, Nam et al. (2013) sugirieron que este control puede incluir la
inhibicién de la traduccidn, la represién de la traduccion por micro ARN y la regulacion de la

localizacion de su ARNm.

Transportador de metales divalentes 1 pulmonar

DMT1 fue el primer importador de hierro identificado en mamiferos, cuya funcién ha sido
ampliamente estudiada en el tejido duodenal (Andrews, 1999). Sin embargo, su funcién en
la captacion pulmonar de hierro no ha sido totalmente aclarada, porque los estudios
realizados han mostrado diferentes resultados. Algunos autores hallaron un aumento del

nivel proteico y del ARNm de DMT1 no IRE en células bronquiales BEAS-2B expuestas a
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hierro y en el pulmdn de ratones hipotransferrinémicos que presentan alto depdsito tisular
de hierro (Wang et al., 2002; Ghio et al. 2003). Thompson et al. (2006) demostraron que el
ARNm de DMT1 no se modificé en el epitelio pulmonar en ratas alimentadas con una dieta
rica en hierro. Por lo tanto, la regulacién de DMT1 en pulmén pareceria depender del tipo
de estimulo y del modelo experimental empleado.

En este contexto nuestro estudio sobre la expresion e inmunolocalizacion de DMT1
constituye un aporte adicional para intentar comprender la regulacién pulmonar de DMT1
en exceso de hierro. La localizacion apical de DMT1 en células bronquiales observada en
exceso de hierro aumentaria el flujo de hierro hacia el interior celular, reflejando una
funcion de DMT1 pulmonar similar a la descripta por Wang et al. (2002) en células
bronquiales y por Ghio et al. (2003) en ratones hipotransferrinémicos.

A diferencia de otros estudios que detectaron que el hierro indujo un aumento de los
niveles proteicos de DMT1, especificamente de la isoforma no IRE, nuestros resultados no
mostraron cambios en el nivel de la proteina DMT1 en sobrecarga de hierro (Wang et al.,
2002; Ghio et al., 2003). Es importante aclarar que el anticuerpo que empleamos para
analizar DMT1 detecta ambas isoformas, IRE y no IRE. Dado que Ghio et al. (2003)
describieron un aumento de DMT1 no IRE y una disminucién de DMT1 IRE en ratones
hipotransferrinémicos que desarrollan sobrecarga de hierro pulmonar, es légico pensar que
esta regulacion diferencial de las isoformas de DMT1 explicaria la ausencia de cambios en la
deteccion total de DMT1 en nuestro estudio.

Considerando que detectamos cambios en la localizacion de DMT1 pero no en su nivel
proteico, podemos sugerir que la migracion de DMT1 desde el citoplasma hacia la
membrana apical fue suficiente para lograr la captaciéon del exceso de hierro, sin la

necesidad de aumentar el nivel de la proteina.

Receptor de transferrina 1 pulmonar

La captacion de hierro unido a transferrina mediada por el RTf1 es la principal fuente de
hierro para el tejido pulmonar (Heilig et al., 2006). Por lo tanto, el estudio de la expresién
del RTf1 en el pulmdn en balance y desbalance de hierro fue importante para comprender la
movilizacion del hierro pulmonar con una visién integrativa de las distintas vias de captacién

de hierro. Nuestros estudios sobre la expresion del RTf1l no muestran cambios en su nivel
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proteico en sobrecarga, sugiriendo que este receptor no participa activamente en Ia
movilizacion celular del exceso de hierro en el pulmdn.

En coincidencia con nuestros resultados del RTf1, Heilig et al. (2006) demostraron que el
nivel proteico de RTfl no cambid en ratas con sobrecarga de hierro pulmonar inducida por
instilacién intratraqueal de 6xido de hierro. Sin embargo, ellos observaron un aumento del
ARNm del RTfl en las ratas con sobrecarga, lo que sugiere una estimulacion de la
transcripciéon del gen de RTfl mediada por hierro (Heilig et al., 2006). Una posible
explicacidon sobre los eventos celulares que regulan la expresion del RTfl pulmonar en
exceso de hierro, es que la falta de cambios en la proteina RTf1 podria ser el resultado de un
balance regulatorio entre el aumento de la transcripcién observado por Heilig et al. (2006) y
la menor traduccidn proteica mediada por el sistema IRE-IRP. En este sistema regulatorio
IRE-IRP, las proteinas IRPs inactivas por el exceso de hierro no se unen a los elementos IRE
localizados en el extremo 3’ del ARNm del RTfl, produciendo la desestabilizacidon del

transcripto lo que disminuye su traducciéon (Muckenthaler et al., 2008).

Ferroportina pulmonar

Ferroportina (FPN) es la Unica proteina exportadora de hierro descripta hasta el presente
(Ganz & Nemeth, 2006). En concordancia con la localizacién pulmonar de FPN caracterizada
por Yang et al. (2005) en ratones en condiciones basales, en nuestros estudios también
observamos la expresidn de FPN en las células bronquiales y en los macréfagos alveolares
en balance de hierro. También identificamos que las células bronquiales respondieron al
exceso de hierro aumentando la expresién de FPN, reforzando las evidencias disponibles en
la literatura sobre la regulacion pulmonar del exportador en exceso de hierro (Yang et al.,
2002).

La expresion de FPN es regulada post-transcripcionalmente por las proteinas IRPs que se
inactivan cuando el hierro celular es elevado, perdiendo su capacidad de unién al segmento
IRE del ARNm de las proteinas del hierro (Ward & Kaplan, 2012). El ARNm de FPN posee
estos elementos IRE ubicados en el extremo 5, lo que permite su traduccién cuando IRP no
se encuentra unido a IRE (Ward & Kaplan, 2012). En este sentido, el aumento de FPN en las
células bronquiales en sobrecarga, podria ser el resultado de la regulacién post-

transcripcional mediada por IRPs.
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En macroéfagos alveolares la ausencia de cambios de FPN es consistente con la funcién de
estas células en el almacenamiento de hierro descripto en otros tejidos (Graham et al.,

2007).

Ferritina pulmonar

Luego de confirmar que nuestro Modelo de Sobrecarga del Hierro presenta cambios
regulatorios de los transportadores de hierro en pulmén, nos propusimos abordar el estudio
de la proteina encargada de almacenar el hierro, la ferritina.

En células bronquiales la sobrecarga de hierro indujo una evidente movilizacion de
ferritina hacia el citoplasma cercano a la membrana apical, que podria ser explicado por el
mecanismo de liberacion apical de ferritina descripto previamente en células bronquiales
(Yang et al., 2005). Este mecanismo permite que las células bronquiales expuestas a hierro
exporten el hierro en forma de ferritina a través de la membrana apical para la
detoxificacion celular de este biometal (Yang et al., 2005). Ademas, el aumento de ferritina
gue observamos en macréfagos alveolares en exceso de hierro, refleja la conocida funcién

de este tipo celular en la reserva de hierro (Graham et al., 2007).

Prohepcidina pulmonar

La presencia de prohepcidina que identificamos en las células bronquiales y en los
macrofagos alveolares en condiciones basales nos plantea un nuevo interrogante sobre la
funcion de hepcidina pulmonar en la regulacién del ciclo de hierro en este tejido.

Nguyen et al. (2006) han descripto la falta de regulacién de hepcidina por hierro en
cultivo primario de macréfagos alveolares. Sin embargo, no se han llevado a cabo estudios
de la regulacidon de hepcidina pulmonar por hierro en modelos in vivo. Por ello, una
importante contribucién de nuestros estudios fue demostrar que la expresion de
prohepcidina no cambid en células bronquiales y en macréfagos alveolares en sobrecarga de
hierro, mostrando que la sintesis de hepcidina no seria regulada por hierro en el pulmén.
Postulamos que hepcidina pulmonar podria no participar en la regulacion de la movilizacién
del exceso de hierro en pulmén.

En coincidencia con nuestra hipodtesis, estudios recientes realizados en células bronquiales

describieron que hepcidina pulmonar no tendria un efecto directo sobre la regulacion de la
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homeostasis del hierro en este tejido, sino que su funcién pulmonar podria estar asociada a
su actividad antimicrobiana actuando como mecanismo de defensa (Frazier et al., 2011). La
actividad de hepcidina en la defensa contra enfermedades infecciosas fue identificada por
sus propiedades microbicidas contra diversos microorganismos que fueron demostradas en

estudios in vitro (Michels et al., 2015).

CONCLUSIONES

La regulacién de las proteinas del ciclo del hierro en el pulmdn muestra que en sobrecarga
de hierro los importadores DMT1 y ZIP14 participarian en la captacién del hierro en exceso
en las células bronquiales. Luego de esta etapa, el hierro incorporado puede ser exportado
por la FPN o almacenando en la ferritina, para disminuir la toxicidad tisular producida por el
hierro libre. Otro mecanismo de detoxificacién presente en este tejido, podria estar
asociado con la liberacién de ferritina a través de la membrana apical de las células
bronquiales.

A diferencia de lo observado en higado, rifidn y pdncreas, nuestros estudios en pulmén
muestran que prohepcidina no seria regulada por el exceso de hierro, sugiriendo que la
sintesis pulmonar de hepcidina no participaria en la regulacién de las vias de importacion y
de exportacion de hierro en sobrecarga en este tejido.

Finalmente, podemos concluir que en pulmén existe una respuesta regulatoria
coordinada de los procesos de importacion, exportacion y almacenamiento de hierro, para

evitar los efectos perjudiciales del hierro libre (Figura 118).
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Figura 118. Via propuesta para detoxificar el hierro en exceso en Sobrecarga de Hierro. La localizacién apical
de DMT1 y el aumento de la proteina ZIP14 en las células bronquiales indican funciones especificas de ambas
proteinas en la importacidon del exceso de hierro. La localizacién de FPN y de ferritina en el citoplasma apical
de las células bronquiales evidencian las funciones de ambas proteinas en la exportacidn del hierro libre y del
hierro en forma de ferritina. El aumento de ferritina en macrofagos evidencia la funcién de estas células en el
almacenamiento del exceso de hierro pulmonar. Prohepcidina pulmonar no participaria en la regulacion de
las vias de movilizacién del exceso de hierro en células bronquiales y en macréfagos alveolares.

MODELO DE DEFICIENCIA DE HIERRO

El estudio de las proteinas del hierro en pulmdn en el Modelo Animal de Deficiencia de
Hierro fue Util para profundizar nuestro conocimiento sobre el ciclo del hierro pulmonar en

estados de desbalance.
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Es importante notar que la flebotomia crénica indujo una disminucién de los niveles de
hierro en higado y en bazo mostrados en el capitulo 2. Por el contrario, los niveles de hierro
en pulmén no se modificaron frente a la flebotomia crénica. Ademas, no se observaron
cambios en la expresion de ferritina pulmonar en deficiencia. Sin duda estos resultados
claramente indican que, a diferencia del higado y del bazo, el pulmén estd bien protegido
contra la deficiencia de hierro posiblemente por la regulacidon de las vias de importacién y

exportacion del hierro.

ZIP14 pulmonar

Diversos autores han estudiado la regulaciéon del transportador ZIP14 en tejidos
cldsicamente relacionados con el ciclo del hierro, como duodeno e higado, en modelos
animales que representan condiciones clinicopatolégicas asociadas con bajos niveles de
hierro (Hansen et al., 2009; Nam & Knutson, 2012; Nam et al., 2013). Sin embargo, su
funcién pulmonar en estados de alta demanda eritropoyética no ha sido aclarada.

Un aporte novedoso de nuestros estudios fue demostrar la disminucién de ZIP14 en las
células bronquiales en deficiencia de hierro, que indicaria que este transportador no posee
una funcion destacada en la importacién de hierro cuando la demanda es elevada. Nam et
al. (2013) describieron que ZIP14 no participa en la captacidon de hierro en otros érganos
como higado, pancreas y corazdn en ratas alimentadas con una dieta baja en hierro.

Si bien la regulacién de ZIP14 no ha sido totalmente esclarecida, un estudio reciente
mostrd que este transportador es regulado por la proteina de la hemocromatosis (HFE) (Gao
et al., 2008). HFE es similar a las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad clase
I, y tiene una funcion critica en la regulacion de la sintesis hepcidina en hepatocitos (Rishi et
al.,, 2015). Con respecto a la asociacidon regulatoria entre HFE y ZIP14, Gao et al. (2008)
describieron que la sobreexpresiéon de HFE disminuye los niveles de ZIP14 reduciendo la
captacién del hierro libre en una linea celular humana de hepatoma. En este sentido, el
aumento de HFE que detectamos en las células bronquiales en deficiencia de hierro podria

explicar la disminucién de los niveles de ZIP14.
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Transportador de metales divalentes 1 pulmonar

Segun lo que describimos en el tejido objeto de nuestros estudios, la localizacién de
DMT1 en la membrana apical en las células bronquiales y el aumento de su nivel proteico en
pulmén indicarian que DMT1 funcionaria como una proteina importadora de hierro. Este
mecanismo suministraria al pulmadn el hierro requerido en un estado de deficiencia.

El aumento de DMT1 podria ser mediado por una regulacidn post-transcripcional
dependiente de la interaccién IRP-IRE, debido a que se ha descripto que cuando el nivel de
hierro es bajo las proteinas IRPs se activan y se unen al segmento IRE localizado en el
extremo 3" del ARNm de DMT1 (Andrews, 1999). Esta interaccidn estabiliza el transcripto de
DMT1 aumentando su traduccion (Andrews, 1999). Un estudio de Brain et al. (2006) avalaria
esta hipotesis sobre la regulacién post-transcripcional de DMT1, porque no detecté cambios
en el ARNm de DMT1 en el pulmén en ratas flebotomizadas. En este sentido, la existencia
de una regulacidn post-transcripcional explica la ausencia de cambios en los niveles del
ARNm de DMT1 evidenciada por Brain et al. (2006) y el aumento de la proteina que

detectamos en nuestro estudio.

Receptor de transferrina 1 pulmonar

Como fue mencionado anteriormente, la via de captacién del hierro unido a transferrina
en el pulmén es mediada por la expresién del RTf1 en las células bronquiales (Heilig et al.,
2006). La mayor absorcion pulmonar del hierro unido a transferrina en un estado de alta
demanda fue evidenciada por el aumento de los niveles proteicos de RTfl que observamos
en deficiencia de hierro. En coincidencia con estos resultados, Heilig et al. (2006) han
descripto previamente que la expresién pulmonar del RTfl aumenté en ratas alimentadas

con una dieta pobre en hierro.

El aumento del RTfl pulmonar en deficiencia de hierro podria ser explicado por la
regulacién post-transcripcional del receptor mediada por las proteinas reguladoras del
hierro (IRPs). La unidn de las proteinas IRPs activas al segmento IRE del ARNm del RTf1,
cuando el hierro celular es bajo, protege al transcripto de la degradacion por ARNasas

aumentando la expresion del receptor (Muckenthaler et al., 2008).
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Ferroportina pulmonar

El estudio del exportador FPN en el Modelo de Deficiencia de Hierro fue relevante, debido
a que nos permitié explicar como las células bronquiales controlan el nivel celular de hierro
en un estado que presenta elevada captacion celular de hierro mediada por DMT1 y RTf1. La
localizacion de FPN en el citoplasma apical en las células bronquiales le adjudicaria a esta
proteina una funcidn especifica en la exportacion de hierro en deficiencia, para mantener
niveles celulares adecuados de hierro. La localizacidn apical del exportador en las células
bronquiales es consistente con la expresidn de FPN descripta previamente en condiciones
basales (Yang et al. 2005).

Posiblemente, la hipoxia inducida por el sangrado seria responsable de la regulacidn
especifica de FPN en este tejido, debido a que el promotor del gen de FPN contiene un
elemento de respuesta al factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF) (Ward & Kaplan,

2012).

Proteina de la hemocromatosis pulmonar

Diversos estudios han evaluado la alteracion del metabolismo del hierro que se produce
por mutaciones del gen HFE, que genera hemocromatosis hereditaria (Bardou-Jacquet et al.,
2014). La hemocromatosis hereditaria es una enfermedad genética que cursa con
sobrecarga sistémica de hierro por la deficiente produccidon de hepcidina, por lo que la
relacidon entre HFE y la sobrecarga de hierro ha sido ampliamente estudiada (Beutler, 2006).
Sin embargo, su funcién en la deficiencia de hierro no ha sido totalmente aclarada.

Un aporte novedoso que le adjudicaria a HFE una funcién en deficiencia de hierro es su
aumento y su redistribucion hacia la membrana apical de las células bronquiales en
deficiencia de hierro. Si bien no se conocen claramente los mecanismos moleculares que
regulan la expresién de HFE cuando la demanda de hierro es alta, se sugiere que seria
regulada transcripcionalmente en deficiencia de hierro. En este contexto un estudio
reciente demostrd el aumento del ARNm de HFE en pulmén en ratas alimentadas con una
dieta deficiente en hierro (Li et al., 2013).

La redistribucién de HFE que detectamos en las células bronquiales en deficiencia de

hierro genera un nuevo aporte sobre su actividad pulmonar en la alta demanda. La
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localizacion de HFE y de FPN en el citoplasma apical en las células bronquiales, podria
evidenciar la accién regulatoria de HFE sobre la liberacién del hierro en deficiencia. En
efecto, se ha sugerido que HFE disminuye la exportacién de hierro a través de FPN en
macréofagos (Drakesmith et al.,, 2002). Ademas, segun Arredondo et al. (2006), HFE
disminuye la captacién de hierro mediante la interaccién directa con DMT1 en la membrana
apical de células duodenales. Por lo tanto, dada la localizacién similar de HFE y DMT1 en
células bronquiales podriamos sugerir que HFE regula la captacién de hierro en estas células
pulmonares.

Un estudio reciente describié que HFE podria tener una funcién fisioldgica en condiciones
de deficiencia de hierro limitando la captacién de hierro en células eritroides (Ramos P. et
al., 2011). A partir de nuestros resultados sugerimos que en el pulmén HFE también podria
cumplir una funcién regulatoria en deficiencia de hierro. El aumento de HFE y su localizacion
apical reflejarian que esta proteina podria ejercer funciones regulatorias sobre la
exportacion de hierro mediada por FPN y la captacién de hierro por DMT1 y ZIP14 en células
bronquiales en deficiencia de hierro. La regulacién funcional de los transportadores por HFE
podria ser un mecanismo de control presente en las células bronquiales para evitar los
efectos tdxicos del hierro producidos por una exacerbada absorcidn celular de este

biometal.

Prohepcidina pulmonar

A diferencia del tejido pulmonar, los estudios sobre la regulacidon de hepcidina en higado,
muestran claramente una regulacion negativa mediada por EPO y por factores relacionados
con la hipoxia (Nicolas et al., 2002).

En este contexto recientemente se ha identificado que la EPO liberada en la anemia
regula negativamente la transcripcion de hepcidina hepdtica por vias regulatorias que
involucrarian la sintesis del regulador eritroide ERFE en eritroblastos, que inhibe la sintesis
de la hormona (Gammella et al., 2015). Por otro lado, la hipoxia favorece la forma
heterodimérica del factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF) permitiendo su unién
a elementos de respuesta a hipoxia (HRE, hypoxia responsive element) localizados en el gen
qgue codifica para hepcidina, lo que bloquearia la transcripcion de hepcidina en higado

(Semenza, 2000; Peyssonnaux et al., 2007). Ademads, estudios recientes demostraron que la
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hipoxia también controla la regulacion de hepcidina en hepatocitos mediante la
estimulacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que regula
negativamente a hepcidina a través del factor de transcripcion CREB/H (Sonnweber et al.,
2014).

Estos autores muestran claramente que en estados de alta demanda de hierro la sintesis
de hepcidina hepatica disminuye por diversas vias regulatorias. A diferencia de lo que ocurre
en higado, nuestros resultados en pulmdén no muestran cambios en la expresion de
prohepcidina en las células bronquiales y en los macréfagos alveolares. Nuestros estudios
podrian indicar que prohepcidina no seria regulada en estados de alta demanda

eritropoyética en el tejido pulmonar.

CONCLUSIONES

Nuestros estudios realizan un importante aporte sobre las relaciones regulatorias entre
las proteinas que movilizan y regulan el hierro en el tejido pulmonar en un estado de alta
demanda de hierro.

En deficiencia de hierro, DMT1 y RTf1 son las principales proteinas que captan hierro en
las células bronquiales para satisfacer las necesidades nutricionales, siendo ZIP14 un
importador con una funcién poco relevante. Ferroportina exportaria el hierro de las células
bronquiales como parte de un mecanismo beneficioso que mantiene un adecuado nivel de
hierro cuando su absorcién celular es elevada. Estas vias de movilizacién del hierro
pulmonar podrian ser reguladas por HFE, que actuaria en coordinacion con DMT1, ZIP14 y
FPN para regular los procesos celulares de importacion y de exportacion de hierro y, de esta
menara, controlar los niveles de hierro en células bronquiales. Por el contrario, la
produccién de hepcidina pulmonar no participaria en la regulacion del metabolismo del
hierro en el pulmén cuando la eritropoyesis estd activa.

Finalmente, podemos concluir que en las células bronquiales existe una via regulatoria
gue controla los procesos de importacién y de exportaciéon de hierro para satisfacer su
demanda pulmonar en un estado de elevado requerimiento tisular y sistémico de hierro

(Figura 119).
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Figura 119. Via propuesta para suministrar hierro al pulmoén en Deficiencia de Hierro. La distribucién apical
de DMT1 y el aumento de las proteinas DMT1 y RTfl indican funciones especificas de DMT1 y RTf1 en el
suministro de hierro, siendo ZIP14 un transportador con una menor funcidén. La localizacidn apical de FPN
conduce a la exportacién del hierro para mantener niveles adecuado de hierro. El aumento de HFE y su
localizacién en el citoplasma apical evidencia su accién coordinada con FPN, DMT1 y ZIP14 para controlar la
importacion y exportacién de hierro en las células bronquiales. Prohepcidina pulmonar no regularia la

movilizacion de hierro en células bronquiales y macréfagos en deficiencia de hierro.
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Capitulo 6

Sistema Celular de Neuroblastoma Humano.
Caracterizacion de las proteinas del hierro y su
regulacion en inflamacion por estrés oxidativo
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En la bibliografia se encuentra ampliamente descripto que la acumulacion de hierro y
ciertos procesos inflamatorios se asocian con enfermedades neurodegenerativas como la
Enfermedad Parkinson y la Enfermedad Alzheimer (Sian-Hiilsmann et al., 2011; Urrutia et
al., 2014).

En la Enfermedad de Parkinson (EP), el hierro que se acumula en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra (estructuras de los ganglios basales) contribuiria a la
muerte neuronal por el dafio oxidativo que produce el hierro libre (Nufiez et al., 2012).
Ademas de la alteracidn del hierro neuronal, en pacientes con EP también se ha identificado
la presencia de altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias en el cerebro y en el fluido
cerebroespinal, incluyendo IL-6 y TNF-a (Mogi et al.,1994; Mogi et al,. 1996).

Recientemente, Urrutia et al. (2013) describieron la asociacidn regulatoria entre el hierro
y la inflamacién en neuronas, identificando que las citoquinas pro-inflamatorias inducen una
movilizacion del hierro neuronal que produce acumulacion celular del biometal. Sin
embargo, los mecanismos moleculares que regulan la movilizaciéon del hierro en neuronas
en el estado de inflamacién han sido parcialmente aclarados.

En humanos y en modelos animales con Enfermedad de Parkinson, que presentan altos
niveles de citoquinas pro-inflamatorias, se demostrd que la proteina reguladora del hierro 1
(IRP1) se activa en la sustancia negra, postuldndose el efecto de las especies reactivas del
oxigeno (ROS) sobre su activacién (Hirsch, 2006; Salazar et al., 2006). Sin embargo, no se
conoce claramente si la activacién de IRP1 por el estrés oxidativo inducido por la
inflamacién es el mecanismo regulatorio que controla el transporte de hierro originando la
sobrecarga de hierro en las neuronas dopaminérgicas.

Sin duda, el abordaje de aspectos moleculares que relacionan la inflamacion con el ciclo
del hierro neuronal constituiria un aporte relevante para el conocimiento de enfermedades
neurodegenerativas. Por ello, abordamos el estudio de los efectos de la inflamacion
mediada por citoquinas (IL-6 y TNF-a) y por LPS sobre la actividad de IRP1 y su relacién

regulatoria con DMT1, RTf1 y ferritina en células de neuroblastoma humano.
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Regulacidén de la proteina reguladora de hierro 1

Las proteinas reguladoras del hierro (IRPs) son proteinas citosélicas que unen elementos
de respuesta al hierro (IREs) ubicados en la region 5’ o 3’ no traducida del ARNm que
codifica proteinas del hierro, como DMT1, RTf1 y ferritina (Anderson et al., 2012).

Como se menciond anteriormente, existen dos proteinas IRPs denominadas IRP1 e IRP2,
siendo IRP1 una proteina bifuncional. Cuando el hierro celular es elevado, IRP1 existe como
una aconitasa citosdlica. Sin embargo, cuando el hierro celular es bajo IRP1 presenta una
configuracion abierta asociada con la pérdida de 4tomos de hierro en el cluster [4Fe-4S], por
lo que puede unirse al segmento IRE del ARNm regulando la traduccion de las proteinas.
Existen también otros estimulos que inducen la activacién de IRP1, como la activacion de
IRP1 por el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la fosforilacién de esta
proteina reguladora (Wallander et al., 2006).

Nuestros estudios identificaron que las citoquinas pro-inflamatorias y el LPS aumentan la
actividad de IRP1 en las células SH-SY5Y, sin modificar los niveles proteicos. Una hipdtesis
atractiva que explicaria el aumento de la actividad de IRP1 y no de la proteina es la
regulacién de IRP1 por estimulos que afecten su actividad a través de la pérdida del cluster
Fe-S. En este sentido, se ha descripto que el aumento de ROS inicia la pérdida de dicho
cluster en la proteina IRP1, por lo que esta proteina reguladora presenta una configuracién
abierta y puede unirse al segmento IRE del ARNm (Wallander et al., 2006; Anderson et al.,
2012).

Sin embargo, la activacion de IRP1 por citoquinas y LPS que demostramos en las células
pre-incubadas con el antioxidante, sugiere que la regulacion de la actividad de IRP1 por la
inflamacién no seria mediada por ROS en las células SH-SY5Y. Por lo tanto, otro mecanismo
gue participaria en su activacién podria involucrar el aumento de la actividad de IRP1 por un
mecanismo de fosforilacion. Eisenstein (1996) describid que IRP1 es activada a través de su
fosforilacién por la proteina quinasa C (PKC) en células HL-60, sugiriendo que la fosforilacion
de IRP1 afectaria el ensamblaje del cluster Fe-S. En este sentido, Wang W. et al. (2012)
demostraron que IRP1 es regulada por PKC en neuronas dopaminérgicas.

El disefio de un modelo celular que expresa bajos niveles de IRP1 (knockdown para IRP1)
fue relevante para nuestro estudio, dado que nos permitio evaluar la funcién de IRP1 en la

regulacion de las proteinas que movilizan hierro en la inflamacion.
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En los estudios realizados en nuestro modelo knockdown para IRP1 identificamos que los
estimulos inflamatorios no modificaron la actividad de IRP1 en las células knockdown, a
pesar del aumento de la proteina. Este aumento de la proteina y no de la actividad puede
ser explicado porque por Western blot se detectan los niveles totales de IRP1 que
corresponden a la forma aconitasa y a la forma que se une a IRE. En este sentido, se conoce
gue la forma de IRP1 que se une a IRE es sélo una parte de los niveles totales de la proteina

(Wallander et al., 2006).

Regulacidon del transportador de metales divalentes 1

Existen evidencias que muestran que el importador de hierro DMT1 posee una funcién
relevante en la captacion del exceso de hierro relacionada con la neurodegeneraciéon en
ratones (Salazar et al., 2008). En células de neuroblastoma la funcion de DMT1 en la
captacién del hierro libre que causaria dafio celular, fue evidenciada por el aumento de
DMT1 en las células tratadas con citoquinas y con LPS.

Se conoce que la expresion de DMT1 es regulada tanto transcripcionalmente como post-
transcripcionalmente (Andrews, 1999). Respecto de la regulacién post-transcripcional, se ha
descripto que la proteina IRP1 se une al segmento IRE del ARNm de DMT1 aumentando la
estabilidad del transcripto, lo que favorece su traduccion (Andrews, 1999). Por lo tanto,
dado que demostramos la activacién de IRP1 en inflamacién, es razonable pensar que el
aumento de DMT1 en las células SH-SY5Y tratadas con citoquinas y LPS podria ser regulado
post-transcripcionalmente por el sistema IRE-IRP1.

Sin embargo, cuando las células se pre-trataron con NAC y luego se incubaron con
estimulos inflamatorios, observamos una disminucion de DMT1 y una activacién de IRP1.
Estos resultados muestran que DMT1 en inflamaciéon no es regulada principalmente por
IRP1. Si la expresion de DMT1 fuera regulada por IRP1 en las células tratadas con NAC y con
estimulos inflamatorios (citoquinas y LPS), deberiamos haber observado un aumento de
DMT1 dado que la interaccion de IRP1 con IRE del ARNm de DMT1 estabiliza el transcripto y
aumenta su expresioén. Por lo contrario, vimos que DMT1 disminuye en las células tratadas
con NAC y con estimulos inflamatorios (IL-6, TNF-a y LPS). Estos estudios sugieren la
existencia de otro mecanismo regulatorio que controlaria la disminucién de DMT1 en las

células SH-SY5Y tratadas con NAC y con estimulos inflamatorios.
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Se conoce que la expresion de DMT1 también es regulada transcripcionalmente por
diversos estimulos como la hipoxia y las citoquinas pro-inflamatorias (Wessling-Resnick,
2010). Las citoquinas TNF-a y LPS inducen la activacion del factor de transcripcion NF-kB que
se transloca al nucleo regulando la expresidon de diversos genes (Hanke & Kielian, 2011;
Wajant & Scheurich, 2011). Entre los genes regulados por NF-kB se ha identificado al de
DMT1 en células de carcinoma embrionario (Paradkar & Roth, 2006).

Teniendo en cuenta estos estudios, podriamos sugerir que la activacién del factor de
transcripciéon NF-kB por citoquinas y por LPS mediaria el aumento de DMT1 en las células
SH-SY5Y que no se incubaron con antioxidante. Ademas, la disminucién de DMT1 en las
células tratadas con NAC y con inductores inflamatorios (citoquinas y LPS) podria ser
explicada por una menor activacion de NF-kB en presencia de bajos niveles de ROS. En este
sentido, se identificé que la disminucién de ROS revierte el aumento de DMT1 inducido por
un inductor de estrés oxidativo (1-metil-4-fenilpiridinio) mediante la inhibicion de la
translocacion al ndcleo de NF-kB, disminuyendo la activacion transcripcional de DMT1 (Xu et
al., 2010).

Con el objetivo de profundizar nuestro estudio sobre la funcién regulatoria de IRP1 en
inflamacién en células de neuroblastoma y estudiar la regulacion de DMT1 en este estado,
fue fundamental evaluar los cambios regulatorios de DMT1 en nuestro modelo celular
knockdown para IRP1.

En ausencia de inflamacion, el bajo nivel de DMT1 en las células knockdown, evidenciaria
la funcién de IRP1 en la regulacidn del transportador en condiciones basales. En inflamacion,
la identificacién de una clara tendencia en aumento del nivel proteico de DMT1 inducido
por citoquinas y por LPS en las células knockdown para IRP1, sugiere que el aumento de
DMT1 no seria mediado principalmente por el sistema IRE-IRP1 en esta condicion
inflamatoria.

Para avanzar en el estudio de la regulaciéon de DMT1 en las células knockdown, se
analizaron los niveles del ARNm del transportador. Estos resultados mostraron que las
citoquinas y el LPS tendieron a aumentar el nivel del ARNm de DMT1 en las células
knockdown (Clon 9), sugiriendo que el mecanismo regulatorio responsable del aumento de
los niveles proteicos de DMT1 seria mediado principalmente por una regulacidn
transcripcional. Como mencionamos anteriormente, el mecanismo regulatorio mediado por

NF-kB podria ser el mecanismo responsable del aumento del nivel del ARNm y de la proteina
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de DMT1 inducido por citoquinas y LPS en las células que presentan escasa actividad de
IRP1.

Una importante contribucién de nuestros estudios en células de neuroblastoma es que el
sistema regulatorio IRE-IRP1 no seria el principal mecanismo que aumenta el nivel de DMT1
en inflamacién en células SH-SY5Y. En este contexto, nuestra hipotesis sobre la existencia de
otros mecanismos transcripcionales en la inflamacién que regularian el aumento de DMT]1,
seria avalada por estudios recientes que identificaron un aumento del ARNm de DMT1 y de

su proteina en neuronas del hipocampo tratadas con IL-6, LPS y TNF-a (Urrutia et al., 2013).

Regulacion del receptor de transferrina 1

La captacion del hierro unido a transferrina (TBI) mediada por el RTfl es un mecanismo
de incorporacién de hierro que ha sido identificado en neuronas (Moos, 1996). Nuestros
estudios no mostraron cambios en el nivel proteico del RTf1, sugiriendo que este receptor
no participaria en la movilizacion del hierro inducida por citoquinas y LPS en células SH-
SY5Y. También, identificamos que ROS no controlaria los niveles de RTf1 en células SH-SY5Y,
debido a que el tratamiento con antioxidantes no modifico los niveles del receptor.

Sin embargo, un estudio reciente identificé el aumento del RTfl en neuronas del
mesencéfalo tratadas con IL-1B y TNF-a (Wang et al., 2013). Las discrepancias en los
resultados pueden deberse al mayor tiempo de incubacién con citoquinas que empled
Wang et al. (2013) (24 hs.) respecto del nuestro (18 hs.). Otros autores también mostraron
cambios en la expresién del RTf1 inducidos por citoquinas pro-inflamatorias en astrocitos y
en células hepaticas en tratamientos de 24 hs. de duracién (Hirayama et al., 1993; Pelizzoni

et al., 2013).

Regulacion de ferritina

La capacidad para secuestrar hierro que posee la ferritina le confiere la habilidad de
detoxificar el exceso de hierro en diversos tipos celulares, como hepatocitos y macréfagos
(Ponka, 1999). En células SH-SY5Y el aumento de ferritina inducido por los estimulos
inflamatorios, principalmente por TNF-a, sugeriria un mayor depdsito de hierro. El aumento
de las reservas de hierro neuronal podria seria explicado por la mayor captacién de hierro a

través de los niveles aumentados de DMT1.
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La activacion transcripcional de ferritina es regulada por la unién del factor nuclear Nrf2 a
un segmento denominado “elemento de respuesta antioxidante” (ARE) (Hayes & Dinkova-
Kostova, 2014). El factor de transcripcion Nrf2 controla el estado redox celular y es regulado
a través de una compleja red de proteinas que induce su aumento durante diversos estados
de estrés oxidativo, como la inflamacion (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014). Cuando los
niveles de ROS aumentan, el factor Nrf2 se estabiliza y se transloca al nucleo, uniéndose a la
secuencia ARE en el promotor del gen de ferritina estimulando su transcripcién (Ray et al.,
2012).

En este sentido, el aumento de ferritina en las células SH-SY5Y que identificamos en
inflamacién podria ser regulado por la translocacion de Nrf2 al nucleo inducida por el
aumento de ROS en células SH-SY5Y tratadas con citoquinas y LPS. Esta via regulatoria
también explicaria la disminucidén de ferritina que observamos en células pre-tratadas con el
antioxidante, debido a que la menor produccién de ROS disminuiria la activacién de la via
ROS-Nrf-ARE. La disminucion de ferritina en las células tratadas Unicamente con NAC (sin
citoquinas y sin LPS) evidencia que los niveles basales de ferritina también serian regulados
por ROS.

Ademads de la mencionada regulacion transcripcional, la ferritina es regulada post-
transcripcionalmente por el sistema IRE-IRP (Torti & Torti, 2002). A diferencia de DMT1, el
ARNm de ferritina posee el segmento IRE en su extremo 5°, por lo que al aumentar la
actividad de unién de IRP1 al IRE del ARNm se bloquea la traduccidon de esta proteina de
depdsito (Torti & Torti, 2002). En este sentido, la baja actividad de IRP1 en las células
knockdown explica el aumento de los niveles de ferritina que encontramos tanto en estas
células tratadas con estimulos inflamatorios como en las no tratadas. Este aumento de
ferritina en las células knockdown para IRP1 podria ser una respuesta regulatoria
beneficiosa para estas células ya que podrian depositar en la ferritina mayores niveles de
hierro disminuyendo su toxicidad, sin la necesidad de aumentar los niveles proteicos de

ferritina durante la inflamacion.
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CONCLUSIONES

Podemos concluir que las citoquinas y el LPS inducen una regulacién de la movilizacién
del hierro en las células SH-SY5Y, demostrando que la inflamacién produce cambios en el
metabolismo del hierro neuronal.

Nuestros estudios muestran que la inflamacion inducida por IL-6, TNF-a y LPS, producen
la activacion de IRP1 por un mecanismo independiente de ROS. También postulamos que en
las células SH-SY5Y el aumento de DMT1 inducido por citoquinas y LPS no seria regulado
principalmente por IRP1. Proponemos que el aumento de DMT1 seria regulado
mayoritariamente por un control transcripcional, que podria ser mediado por el factor de
transcripcion NF-kB.

Nuestros estudios también evidencian que en inflamacién DMT1 seria la principal
proteina que captaria el hierro en las células de neuroblastoma respecto de la funcién del
RTf1, que ocasionaria un aumento del hierro neuronal que podria inducir dafio celular. Un
mecanismo presente en células de neuroblastoma que limitaria el hierro libre en
condiciones inflamatorias, es el aumento de ferritina. Las células knockdown para IRP1
podrian estar mas protegidas contra el hierro que las células normales, dado que expresan
mayores niveles de ferritina por la baja actividad de IRP1.

El empleo de antioxidantes disminuiria la captacién de hierro en células de
neuroblastoma a través de la disminucion DMT1.

Finalmente, podemos concluir que en inflamacion el aumento de DMT1 en las células SH-
SY5Y, posiblemente mediado por una regulacién transcripcional, aumentaria la captacién de
hierro. El aumento de ferritina seria una respuesta fisioldgica que intentaria limitar la
toxicidad del hierro libre. Ademas, la disminucién de la produccion de ROS podria reducir la
captacién de hierro promovida por la inflamacién, mediante la menor expresién de DMT1

(Figura 118).
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Figura 118. Via propuesta para la regulacion de las proteinas del hierro en células de neuroblastoma en
Inflamacidn. El aumento de DMT1 conduce a una mayor captacién de hierro celular aumentando el depésito de
hierro neuronal como ferritina. El aumento de DMT1 es controlado principalmente por una regulacion
transcripcional mediada por ROS. La activacion de IRP1 independiente de ROS no es un mecanismo regulatorio
esencial para el aumento de DMT1 en la inflamacién. El aumento de ferritina es controlado por un mecanismo
dependiente de los niveles celulares de ROS.
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CONCLUSIONES FINALES

Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro

- La accién coordinada de DMT1 y prohepcidina del pancreas endocrino constituye una
ventaja biolégica al limitar la captacion de hierro y reducir sus efectos téxicos.

- El dano renal sobre las células proximales depende principalmente de la accién del
importador ZIP14.

- Se postula que la detoxificacion del hierro pulmonar no dependeria de hepcidina sino de la
accién coordinada de DMT1-RTF1-FPN-Ferritina.

Modelo Animal de Deficiencia de Hierro

- DMT1 duodenal y renal participan en la captacién de hierro para cubrir la demanda
eritropoyética en coordinacion con el higado que limita la captacién y aumenta su
biodisponibilidad.

-Hepcidina pulmonar. Aumenta la biodisponibilidad de hierro mediada por DMT1-RTf1-
FPN-HFE.

Modelo celular de Inflamacion

- En las células SH-SY5Y los estimulos inflamatorios inducidos por citoquinas vy
lipopolisacdrido originan mayor captacion de hierro celular y como consecuencia aumento
de ferritina, por un mecanismo mediado por DMT1.

- Postulamos que en inflamacién la regulacidn transcripcional de DMT1 dependeria de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y seria revertido por antioxidantes (NAC), mientras que
la activacion de IRP1 independiente de ROS no regularia la captacion de hierro mediada por
DMT1.
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