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E. Roque. 
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RESUMEN 
  
      El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar la coordinación regulatoria de proteínas que 

participan en la movilización y depósito de hierro a través de las membranas celulares, en condiciones 

experimentales de balance y desbalance del ciclo del biometal.  

Los objetivos planteados se analizaron con un concepto fisiológico y fisiopatológico integrativo en 

un Modelo in vivo de ratón, desarrollando un Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro, combinándolo 

con eritropoyesis activa inducida por eritropoyetina, y en un Modelo in vitro de células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y de Sobrecarga de Hierro con citrato amónico férrico (FAC) o 

peróxido de hidrógeno (H2O2), previamente tratadas con eritropoyetina o N acetyl cisteina (NAC).  

   Los modelos de Sobrecarga de Hierro con las estrategias experimentales diseñadas nos 

posibilitaron  estudiar la respuesta de las proteínas del Ciclo de Hierro frente a los cambios inducidos, 

evaluando la expresión de las siguientes proteínas: importador de metales divalentes 1 (DMT1);  

importador ZIP14 (SLC39A14); receptor de Transferrina 1 (RTf1); receptor de Transferrina 2 (RTf2); 

proteínas regulatorias como la proteína de la hemocromatosis (HFE) y Prohepcidina; proteínas de 

depósito de hierro como L y H Ferritina; Hemosiderina.  

Para la identificación de proteínas y la evaluación de su expresión y localización se utilizaron 

métodos inmunohistoquímicos, inmunocitoquímicos y de inmunofluorescencia.  

       La optimización del Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro con inducción de eritropoyesis activa 

se evaluó mediante la determinación de parámetros hematológicos y estudios morfológicos del bazo 

como el principal órgano eritropoyético extramedular murino en el ratón adulto.  

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro en el bazo se observó un significativo aumento de la 

expresión citoplasmática de proteínas responsables de la captación de hierro celular (DMT1 y ZIP14) 

y de las proteínas de depósito Ferritina y Hemosiderina y de la proteína reguladora Prohepcidina. 

Estos cambios ponen en evidencia la inducción de un mecanismo inhibitorio de liberación del 

hierro celular, que estaría mediado por el eje hepcidina-ferroportina. En estas condiciones 

experimentales, el exceso de hierro induce el aumento en la expresión de Prohepcidina que, como 

principal hormona regulatoria, degrada la Ferroportina, única proteína que induce la liberación del 

hierro celular vía proteosomal previa ubiquitinización, originando, como consecuencia, la retención 

celular de hierro.   

Por el contario, en el modelo de Sobrecarga de Hierro combinado con eritropoyesis activada por 

EPO se redujo la expresión de estas proteínas sugiriendo que la activación de la eritropoyesis induce 



la liberación de hierro, lo que indicaría que EPO es la señal predominante, sobre la señal de hierro, 

que preponderó en el modelo combinado.  

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro duodenal la marcada localización perinuclear de DMT1 y la 

disminución de la expresión citoplasmática de ZIP14, inducen la reducción de la absorción de hierro 

dietario, como un mecanismo protector para limitar la captación del biometal ya que el mismo se 

encuentra en exceso, en este sentido DMT1 sigue la señal de EPO y ZIP14 sigue la señal de hierro.  

En el tejido duodenal la administración de EPO reveló la evidente localización apical de DMT1 y la 

marcada expresión citoplasmática de ZIP14, que indicarían que la eritropoyesis activó la captación 

del hierro de la dieta para cubrir las necesidades de la síntesis de eritrocitos. 

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro en hígado se observó un evidente aumento de la expresión 

citoplasmática de ZIP14, responsable de la captación de hierro celular y de la expresión de las 

proteínas de depósito, L ferritina y hemosiderina, y de prohepcidina indicando aumento de la 

captación celular de hierro, de los depósitos del mismo y la inhibición de la liberación del hierro 

celular por el eje hepcidina-ferroportina en estas condiciones experimentales. Por el mecanismo 

descripto se le puede adjudicar al hígado la función de órgano de depósito de hierro.  

El hígado desarrollaría un efecto regulador o protector de la captación del hierro en exceso que 

se deduce de la disminución de la expresión de DMT1 que podría ser mediada por hepcidina, 

inhibiendo así la captación de hierro en exceso. 

En el Modelo de Eritropoyesis la presencia de eritropoyetina depleciona los depósitos hepáticos 

de hierro para utilizarlo en la eritropoyesis activa estimulando la liberación del biometal desde los 

hepatocitos via el eje hepcidina-FPN.   

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro la corteza renal mostró aumento de su captación y elevados 

depósitos en forma de L ferritina y Hemosiderina mediados por el importador ZIP14. Asimismo, se 

observó aumento de la expresión de prohepcidina. Al igual que en hígado la disminución de la 

expresión de DMT1 que podría ser regulada por hepcidina no logró contrarrestar el exceso de la 

captación de hierro por el aumento de la expresión de ZIP14.  

     Entre los órganos particularmente susceptibles al exceso de hierro se pueden mencionar, corazón, 

pulmón y páncreas.  Nuestros estudios muestran que el importador ZIP14 cardíaco no tuvo cambios 

de expresión y localización por el efecto de hierro y EPO mientras que DMT1 disminuyó su expresión 

como en otros tejidos frente al estímulo del exceso del biometal.  

Podemos concluir que en corazón el exceso de hierro no estaría mediado por los importadores 

ZIP14 y DMT1. Asimismo, en el Modelo de Eritropoyesis activa, la eritropoyetina tendría un rol 



protector en corazón disminuyendo los niveles de los depósitos de hierro independientemente de 

DMT1 y ZIP14 aumentando la liberación de hierro. 

     En el Modelo de Sobrecarga de Hierro en pulmón, el aumento en la captación celular de hierro 

estaría mediado por la localización apical de DMT1 y el aumento de la expresión citoplasmática de 

ZIP14. En presencia de EPO se observó redistribución de DMT1 al citoplasma celular y disminución 

de la expresión de ZIP14, disminuyendo la captación de hierro cuando coexisten sobrecarga y EPO. 

     En el Modelo de Sobrecarga de Hierro en el páncreas endócrino se observó la disminución de la 

expresión de DMT1 y del Receptor de Transferrina 1 (Rtf1) lo que indicaría la existencia de un 

mecanismo protector en islotes de Langerhans para disminuir la captación de hierro en exceso. 

Mientras que en páncreas exócrino los acinos incorporan el hierro vía el aumento de la expresión de 

ZIP14 depositando el hierro en exceso en las proteínas de depósito L-ferritina y hemosiderina.  

     En presencia de EPO en islotes de Langerhans se podría estimular la captación celular de hierro 

mediada por el evidente aumento de la expresión de DMT1. En presencia de EPO en acinos 

pancreáticos la marcada disminución de la expresión de ZIP14 podría explicar la disminución de la 

captación de hierro.  

      Podemos concluir que, en presencia de hierro y EPO, el páncreas endócrino es regulado por el 

mecanismo que responde a la señal hierro mientras que el páncreas exócrino es regulado por la señal 

EPO y de esta forma disminuye los depósitos de hierro ante la gran demanda de la eritropoyesis 

activa. 

     En los estudios del Modelo de Sobrecarga de Hierro en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

realizados en ausencia de NAC, se vio que el exceso de hierro induce la muerte neuronal mediada 

por especies reactivas de oxígeno (ROS) mientras que en presencia de NAC se revierte el efecto sobre 

la viabilidad celular inducido por FAC y la expresión de las proteínas clave del ciclo de hierro. 

     En exceso de hierro si bien se observó la disminución de la expresión de DMT1 que podría ser 

mediada por hepcidina, el cambio observado no logró proteger a las células neuronales del exceso 

debido a la incorporación del biometal mediada por el aumento de la expresión de ZIP14 y la 

endocitosis de RTf1. 

Una hipótesis posible que explicaría el exceso de hierro neuronal es el aumento de la expresión de 

prohepcidina en Sobrecarga de Hierro que inhibe su liberación celular mediante el eje hepcidina-FPN. 

Un hallazgo a destacar de nuestros estudios fue demostrar por primera vez por 

inmunofluorescencia la vía de señalización neuronal que induce el aumento de la síntesis de 

hepcidina mediada por la colocalización de HFE y RTf2. 



En presencia de eritropoyetina se observó un aumento significativo de la viabilidad celular, sin 

embargo, ese mecanismo no sería mediado por las proteínas clave del ciclo del hierro, pero podría 

involucrar otras vías de señalización como las proteínas antiapoptóticas.  

     Los estudios en sistema nervioso permitieron demostrar que este tejido posee los mecanismos 

necesarios para almacenar hierro en exceso. 

Los estudios realizados en las regiones como estriado, hipocampo, sustancia negra y cerebelo 

mostraron la disminución de la expresión de DMT1 y el aumento de la expresión de ZIP14 en 

concordancia con lo observado en la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Sin embargo, 

serán necesarios futuros estudios para comprender la homeostasis del hierro y su regulación en el 

sistema nervioso. 

Finalmente, la relación entre el hierro y las proteínas que regulan el ciclo del hierro en las células 

de los modelos estudiados contribuirán a la mejor comprensión de los mecanismos que participan 

en la fisiología y fisiopatología del ciclo del hierro.  

La acción protectora de EPO en células neuronales y en los diferentes tejidos estudiados abre un 

futuro prometedor para adjudicarle a esta hormona un posible rol en el tratamiento de 

enfermedades asociadas con desordenes de exceso de hierro. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

The aim of this work was to study the regulatory coordination of the proteins involved in 

mobilization and deposition of iron across the cell membranes, in balance and imbalance of the 

biometal cycle states. 

The proposed objectives were analysed with physiological and physio pathological integrative 

concept in an in vivo mouse model developing an Animal Model of Iron Overload, combined with 

active erythropoiesis induced by erythropoietin (EPO) and in an in vitro model of human 

neuroblastoma cells SH-SY5Y of Iron Overload with ferric ammonium citrate (FAC) or hydrogen 

peroxide (H2O2), previously treated with N acetyl cysteine (NAC) or EPO. 

The Iron Overload models with the experimental strategies designed allow us to study the 

response to Iron cycle to the induced changes, evaluating the expression of the following proteins: 

divalent metals transporter 1 (DMT1), importer ZIP14 (SLC39A14), Transferrin Receptor 1 (TRf1), 

Transferrin Receptor 2 (TRf2), regulatory proteins that the hemochromatosis protein (HFE) and 

prohepcidin, deposit proteins that L and H Ferritin and Hemosiderin. 

Immunohystochemistry, immucytochemistry and immunofluoresce were used in the 

identification of proteins and in the evaluation of their expression and location. 

The efficiency of the animal model of Iron Overload with induction of active erythropoiesis was 

evaluated by determining haematological parameters and morphological studies of the spleen as the 

main murine extramedullary erythropoietic organ in the adult mouse. 

In the Iron Overload model in the spleen, we observed a significative increase in the cytoplasmic 

expression of importer proteins DMT1 and ZIP14, and in the deposit proteins Ferritin and 

Hemosiderin and in the regulatory protein Prohepcidin. 

These changes reflect the induction of the inhibitory iron cellular depletion mechanism mediated 

by the hepcidin-ferroportin axis. In these experimental conditions, the Iron Overload induce the 

increased Prohepcidin expression that degrade the unique Iron exporter Ferroportin by proteosome 

previous ubiquitination consequently the Iron is retained in the cell.  

In the opposite side, in the Iron Overload combined with active erythropoiesis by EPO the protein 

expression was lower than the Iron Overload condition suggesting that the erythropoiesis induce iron 

release indicating that EPO is the predominant signal. 



In the duodenal Iron Overload model, the marked DMT1 perinuclear location and the decrease in 

cytoplasmic ZIP14 expression induce the reduction of the dietary iron absorption, as a protective 

mechanism to limit the biometal uptake since it is in excess. 

When erythropoiesis by EPO was activated in duodenal tissue the DMT1 apical location was 

evident and the marked cytoplasmatic ZIP14 expression was observed, suggesting that the 

erythropoiesis activated the iron dietary uptake to cover the needs in the erythrocytes synthesis. 

In the liver of Iron Overload model we observed an evidente increase in the cytoplasmatic ZIP14 

expression, the protein responsable for the iron uptake and the increase in the deposit proteins L 

ferritin and hemosiderin expression and the increase in the expression of the regulatory protein 

prohepcidin, suggesting the increment in the iron uptake, store and the release inhibition by the 

hepcidin-ferroportin axis in these experimental conditions. By the describe mechanism, the liver can 

be assigned the function of iron deposition organ. 

The liver would develop a regulatory or protective effect of iron excess uptake that is deduce from 

the lower DMT1 expression that could by mediated by hepcidin, thus inhibiting iron excess uptake. 

In the Erythropoiesis model the EPO presence deplets the hepatic iron store for use in the active 

erythropoiesis by stimulating the hepatocyte biometal release by the hepcidin-ferroportin axis. 

In the Iron Overload model the renal cortex showed a significative increase in iron uptake and 

deposits as L-ferritin and hemosiderin mediated by the ZIP14 iron importer. 

Increased expression of prohepcidin was also observed. As in the liver, the decreased DMT1 

expression that could be regulated by hepcidin failed to counteract the iron excess uptake mediated 

by the increase in the ZIP14 expression. 

The heart, lung and pancreas are organs particularly susceptible to iron excess. We demostrate 

that cardiac ZIP14 importer showed no changes of the expression or location induced by iron excess 

or EPO while DMT1 expression decreased as in others tissues against the Iron Overload stimulus. We 

can conclude that the heart iron excess would not be mediated by the iron importers ZIP14 and 

DMT1. 

Likewise, in the erythropoiesis active model, EPO would have a protective role in the heart 

decreasing the levels of iron stores independently of DMT1 and ZIP14. 

 In the Iron Overload model in lung the iron uptake increase would be mediated by the apical 

location of the iron importer DMT1 and the cytoplasmic ZIP14 expression increased.  

In the EPO condition we observed the DMT1 redistribution to cellular cytoplasma and decrease 

ZIP14 expression suggesting a lower iron uptake when iron and EPO stimulus cohexist.  



In the Iron Overload model in endocrine pancreas the lower expression of DMT1 and the 

transferrin receptor 1 (TRf1) was observed, which would indicate the existence of a protective 

mechanism in the Langerhans islets to decrease iron excess uptake. 

     While in exocrine pancreas the acini uptake the iron excess by the increased ZIP14 expression 

depositing the iron excess by the storage proteins L-ferritin and hemosiderin.  

We can conclude that in Iron and EPO presence the endocrine pancreas zone is regulate by the 

iron mechanism while the exocrine pancreas zone is regulate by the EPO signal and in this way it 

decreases the iron stores due to the great demand of active erythropoiesis. 

In the Iron Overload studies in neuroblastoma cells SH-SY5Y in NAC ausence we observed that the 

iron excess induce neuronal died mediated by reactive oxygen species (ROS) while this effect and the 

iron key proteins expression change induced by ferric amonic citrate (FAC) was be reverted in NAC 

presence.  

In Iron Overload the decreased DMT1 expression observed could be mediated by the hepcidin 

increase, nevertheless this change failed to protect neuronal cells to the iron excess because the iron 

uptake mediated by ZIP14 and the RTf1 endocyte. 

   A possible hypothesis to explain the neuronal iron excess is the increase in prohepcidin expression 

in Iron Overload condition that inhibits the iron cellular release by hepcidin-FPN axis. 

A noteworthy finding of our studies was to demostrate for the first time by immunofluoresce the 

signalig pathway that induce the hepcidin synthesis by the coexpression of HFE and TRf2. 

In EPO presence a significative increase in cellular viability was observed, however, this 

mechanism did´t be mediated by iron key proteins but could be mediated by another pathways 

signals that antiapoptotic proteins. 

The brain studies allow us to demostrate that this tissue have the neccesary mechanims to store 

iron in excess. 

     Studies performed in the nervous system regions such as the striatum, hippocampus, substantia 

nigra and cerebellum showed DMT1 decreased expression and ZIP14 increased expression in 

concordance that we observed in the human neuroblastoma cellular model.  

However, future studies will be necessary to understand iron homestasis and its regulation in the 

brain. 

Finally, the relationship between iron and the cellular proteins in the studied models will contibute 

to the major comprehension of the mechanism involucrated in the iron cycle physiology and physio 

phatology. 



The protective EPO action observed in neuronal cells and in different tissues in the present tesis 

work open a new window to use it that a possible treatment in diseases related to iron disorders. 
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1.CICLO DEL HIERRO 

El hierro es un elemento esencial para la mayoría de los seres vivos, desde los mamíferos hasta 

los organismos unicelulares. Este metal se encuentra formando parte de moléculas como la 

hemoglobina y la mioglobina. Es un elemento traza de naturaleza divalente y por lo tanto actúa como 

un componente redox de proteínas en procesos biológicos que requieren la transferencia de 

electrones (Mackenzie et al. 2008). 

El hierro se encuentra íntimamente relacionado a la producción de energía celular, a la síntesis de 

ADN y el transporte de oxígeno, es por ello que es necesario un correcto equilibrio en su metabolismo 

dado que deficiencias o excesos resultan deletéreos para las células. 

El hierro total del organismo es de 3-4 g y se distribuye principalmente en el compartimento 

funcional y el de reserva. El compartimento funcional posee entre el 70% y el 95% del hierro total 

corporal formando parte de las hemo-proteínas (hemoglobina y mioglobina) y de enzimas hemínicas 

y no hemínicas. El compartimento de reserva representa del 5% al 30% del hierro total corporal y 

constituye los depósitos en hígado, bazo y médula ósea. Únicamente el 1% del hierro se encuentra 

unido a la transferrina, proteína de transporte que compone el pool dinámico más importante 

(Muñoz et al. 2009). 

Se requieren alrededor de 25 mg de hierro diarios para la eritropoyesis y otras funciones vitales, 

pero solo 1 o 2 mg del mismo provienen de la absorción intestinal de la dieta (Mackenzie et al. 2008). 

Este hierro deriva principalmente del reciclaje en el grupo hemo de los eritrocitos senescentes 

fagocitados por los macrófagos del sistema retículo endotelial, SRE (Li y Ginzburg 2010).  

En cuanto al proceso de excreción del hierro se ha descripto que los mamíferos no poseen 

mecanismos regulatorios que lo controlen, por lo que muy bajas cantidades de hierro se pierden 

diariamente por descamación de las células epiteliales intestinales y de la piel, pequeños sangrados, 

menstruación, etc. 

El intercambio diario de hierro entre el cuerpo y el medio externo es pequeño, comparado con la 

gran movilización de hierro entre los órganos internos que satisface la demanda diaria necesaria para 

la eritropoyesis (Esquema 1).  
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La eritropoyesis regula el metabolismo del hierro y es por eso que ambos se encuentran 

estrechamente interrelacionados para prevenir la deficiencia de hierro y la toxicidad generada en 

estados de sobrecarga del mismo (Li y Ginzburg 2010). Estados de deficiencia de hierro resultan de 

un imbalance entre los requerimientos aumentados asociados al crecimiento o a la perdida 

sanguínea y la captación del hierro de la dieta. 

 Las complicaciones más frecuentes que se asocian a la sobrecarga de hierro incluyen fibrosis 

hepática, cirrosis, cardiomiopatías, diabetes, artritis e hiperpigmentación entre otras. La sobrecarga 

de hierro es a menudo causada por terapias de transfusión sanguínea o por mutaciones genéticas 

que resultan en una aumentada absorción de hierro a nivel intestinal (Wrighting y Andrews 2008). 

Para evitar desequilibrios en los niveles de hierro existen proteínas clave encargadas de regular 

su transporte, depósitos y reutilización. 

La homeostasis del hierro sistémico involucra un control meticuloso de la absorción de hierro a 

nivel intestinal, la efectiva utilización en la eritropoyesis, el eficiente reciclaje de hierro de los 

Esquema 1. Esquema representativo del ciclo del hierro. Muñoz et al. 2008 
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eritrocitos senescentes y el control de los depósitos del mismo principalmente en hígado y en los 

macrófagos (Andrews 2008). 

1.2 ABSORCIÓN INTESTINAL DE HIERRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El reciclaje de hierro por parte de los macrófagos únicamente es incapaz de sostener las 

demandas de hierro para la eritropoyesis por períodos prolongados. Las pequeñas pérdidas de hierro 

por descamación, o exfoliación celular generarían un balance negativo del biometal si no existiera 

una captación del mismo.   

El balance normal del hierro es principalmente controlado a nivel de la absorción intestinal del 

mismo (Figura 1). Esta absorción es llevada a cabo en la porción proximal del duodeno en donde las 

células polarizadas poseen vellosidades que protruyen hacia la luz intestinal para maximizar el área 

absortiva (Andrews 2008).  

Figura 1. Movilización duodenal de hierro. Creado en BioRender.com 
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El hierro dietario puede encontrarse en dos formas, hierro hemo y hierro no hemo. El hierro 

hemo se encuentra presente en carnes y es rápidamente absorbido mientras que el no hemo es 

proveniente de vegetales y granos (Mackenzie et al. 2008). El hierro hemo es de naturaleza 

hidrofóbica y si bien en un principio se creía que difundía por la membrana celular se ha descripto la 

presencia de un transportador a nivel intestinal denominado proteína transportadora de hemo 1 

(HCP1 Heme carrier protein 1) que se expresa abundantemente en el borde en cepillo de los 

enterocitos duodenales (Shayegui et al. 2005). Estos autores demostraron que HCP1 es capaz de 

importar hierro hemo dependiendo de la temperatura y los niveles de hierro pudiendo saturarse.  

Una vez que ingresa el hierro hemo en el enterocito es liberado de la protoporfirina mediante la 

enzima hemo oxigenasa y luego ingresa en la vía común del hierro no hemo (Andrews 2008).  

También se ha descripto la presencia de un exportador del grupo hemo, FLVCR (receptor del 

virus de la leucemia felina subgrupo C), que parecería ser imprescindible para la eritropoyesis y 

podría ser una vía de salida del grupo hemo del enterocito (Quigley et al. 2004). Aunque no se conoce 

con exactitud el mecanismo implicado en la exportación del grupo hemo a través de FLVCR, se ha 

descripto que su exportación requiere de una proteína extracelular que se una al hemo, como la 

albúmina o la hemopexina (Khan & Quigley, 2011). 

La mayoría del hierro dietario en forma no hemo se encuentra en estado férrico. Para su 

captación es necesario que se reduzca a estado ferroso mediante la acción de una enzima reductasa 

denominada DCyTB que utiliza ácido ascórbico como cofactor (McKie et al. 2001). El gen CYBRD1 que 

codifica para DCyTB carece de región IREs, los niveles de proteína y su ARNm aumentan frente a bajas 

concentraciones de hierro (McKie et al. 2001). Sin embargo, al igual que SLC40A1 que codifica para 

el exportador de hierro ferroportina y el gen SLC11A2 que codifica para DMT1 contiene elementos 

de respuesta a la hipoxia (HIF) (Shah et al. 2009).  

El hierro en estado ferroso se absorbe a través del transportador de metales divalentes DMT1 

localizado en la membrana apical en enterocitos y en la subapical en endosomas (Canonne-Hergaux 

et al. 1999). Gunshin et al. (1997) demostraron que DMT1 es un transportador electrogénico es decir 

que requiere protones para movilizar hierro provistos por el ácido gástrico. El transportador DMT1, 

conocido como Nramp2 (proteína 2 de resistencia natural asociada a macrófagos) es una 

glicoproteína de 12 fragmentos transmembrana con un alto grado de hidrofobicidad y características 

de un canal iónico. Existen 4 transcriptos de DMT1 como resultado del corte alternativo de su ARNm, 

DMT1A, DMT1B generados por el corte de exones en región 5´ y DMT+IRE, DMT-IRE por corte de 

exones en 3´ (Hubert y Henze 2002). Estas isoformas poseen características similares de transporte, 
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la diferencia radica en las células en las cuales se expresan, su localización subcelular y la respuesta 

intracelular a los niveles de hierro (Shawki et al. 2012).  

La expresión de DMT1 aumenta en estados de deficiencia de hierro lo que puede deberse a su 

regulación postranscripcional por la presencia de la isoforma 3´ IRE expresada en intestino (Hubert 

et al. 2002) y su localización se modifica de apical a perinuclear en estados de sobrecarga del biometal 

(Giorgi y Roque 2014).  

DMT1 también es responsable de la captación de hierro en otros tipos celulares además de los 

enterocitos como los hepatocitos, células pulmonares y pancréaticas relacionándose con la captación 

de hierro en estados basales y en situaciones patológicas (Giorgi, D´Anna y Roque 2015; Giorgi y 

Roque 2014; Aguirre et al. 2005). Este transportador no sólo es capaz de incorporar hierro ferroso al 

interior celular sino también cobre, zinc, cobalto, manganeso y plomo en estado divalente. Posee 

actividad bacteriostática pero no bactericida posiblemente porque contribuye a deplecionar los 

depósitos de hierro de los fagosomas en donde se replican los microorganismos (Andrews 2008).  

Una vez dentro de los enterocitos el hierro tiene dos posibles caminos, puede ser almacenado 

en el interior en forma de ferritina, una proteína de depósito de hierro capaz de unir 4500 átomos 

de hierro en estado férrico formando un centro de hierro hidroxifosfato (Munro y Linder 1978). 

Cuando no se encuentra unida a hierro se denomina apoferritina y es un polímero compuesto por 

dos subunidades, la subunidad H o heavy de 21 kDa y la L o light de 19 kDa. En vertebrados se han 

detectado 2 cadenas de ferritina, la cadena ligera o L-ferritina que coensambla con la cadena 

catalítica activa H-ferritina (Arosio y Levi 2002). Se encuentra particularmente elevada en tejidos que 

almacenan hierro como el hígado y el bazo o en tejidos con sobrecarga de hierro en donde la 

producción de L-ferritina permite a la célula expandir su capacidad de depositar el biometal sin un 

exceso de sitios catalíticos (Arosio y Levi 2002). 

Una vía posible del hierro es su exportación hacia el espacio extracelular mediante la 

ferroportina (FPN) localizada en la membrana basolateral del enterocito, único exportador de hierro 

descripto hasta la fecha. La ferroportina también conocida como IREG1, MTP1 o SLC39A1 (McKie et 

al. 2000, Donovan et al. 2000, Abboud y Haile 2000) contiene 571 aminoácidos y se encuentra 

altamente expresada en varios tejidos como placenta, hígado, bazo, riñón y duodeno (McKie et al. 

2000).  

La expresión de FPN en los macrófagos del sistema reticuloendetolial desempeña un rol 

fundamental en la reutilización de hierro en la eritropoyesis mediante la fagocitosis de eritrocitos 
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senescentes (Knutson et al. 2003). Ferroportina codificada por un gen en el cromosoma 2q en los 

humanos está formada por 8 exones y con una región IRE en su 5´ UTR (McKie et al. 2000).  

La unión del hierro a la proteína de transporte transferrina requiere de la oxidación del hierro en 

estado ferroso por la ferroxidasa Hefastina, una multioxidasa transmembrana que colocaliza con 

ferroportina en la membrana basolateral de los enterocitos absortivos duodenales (Vulpe et al. 1999; 

Han y Kim 2007). 

El hierro no unido a transferrina (NTBI) es transportado por un transportador de zinc, (ZIP14 Zrt-

Irt- like protein 14 o SLC39A) expresado en órganos como duodeno, yeyuno, corazón e hígado (Liuzzi 

et al. 2006). La familia de proteínas transportadoras transmembrana ZIP está conformada por 14 

miembros con alta homología que interviene en el transporte de otros minerales como manganeso, 

zinc y hierro (Nam y Knutson 2012). Se demostró en modelos animales de ratas que la expresión de 

estos transportadores ZIP es afectada por la concentración de hierro dietario (Nam y Knutson 2012). 

También se ha demostrado que el hierro férrico puede ser captado por los enterocitos a través 

de la proteína β3-integrina, para ser transferido a la proteína chaperona mobilferrina (Conrad et al. 

1993). Dado que la mobilferrina ha sido aislada en asociación con β3-integrina, flavin monooxigenasa 

y β2-microglobulina, se postula que este complejo proteico de alto peso molecular llamado 

paraferritina transportaría el hierro a través de la membrana apical de los enterocitos (Figura 1). Además, 

se ha descripto que DMT1, importador de hierro ferroso hacia el citoplasma, forma parte de este 

complejo de proteínas (Umbreit et al. 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 
 

7 
 

1.3 CAPTACIÓN, TRANSPORTE Y DEPÓSITOS DE HIERRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como describimos anteriormente luego de la absorción intestinal del hierro el hierro férrico es 

transportado en la circulación unido a la transferrina (Tf), proteína de transporte secretada 

activamente por los hepatocitos y otras células del organismo. La transferrina une hierro 

solubilizándolo en un ambiente acuoso para su correcto transporte hacia los tejidos (Andrews 2008).  

La proteína Tf posee dos sitios de unión al hierro férrico y su interacción es dependiente del pH, 

teniendo elevada afinidad de unión a pHs cercanos a 7 (Ponka, 1999). El contenido total de hierro 

unido a la Tf (TBI, transferrin bound iron) es de aproximadamente 3 mg correspondiente 

principalmente al hierro reciclado a partir de los eritrocitos senescentes y, en menor medida, al 

absorbido de la dieta (Wang & Pantopoulos, 2011).  

       En estado de balance del biometal el 30% de la transferrina se encuentra saturada con hierro 

mientras que el 70% restante actúa como mecanismo protector para la captación de hierro en 

exceso, evitando la toxicidad del hierro libre. En estados de sobrecarga de hierro la capacidad de 

Figura 2. Movilización de hierro hepático. Creado en BioRender.com 
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saturación de la Tf puede ser superada y en consecuencia el biometal puede unirse a ligandos como 

el citrato, generando el pool de hierro no unido a Tf (NTBI, non transferrin bound iron) (Pérez et al., 

2005). Se ha descripto, que el hierro NTBI es rápidamente captado por hepatocitos, miocitos y células 

endócrinas causando daño tisular y falla orgánica (Ganz y Nemeth 2012).  

        El hierro unido a transferrina (TBI) puede ser internalizado por las células para ser depositado, 

principalmente en el hígado, o utilizado por los precursores eritroides u otras células para cumplir 

con funciones vitales en el organismo (Figura 2). 

En la mayoría de las células el hierro ingresa por la unión de la holotransferrina al receptor de 

transferrina tipo 1 (RTf1, Transferrin receptor 1) (Piraux et al. 2013). Rtf1 es una glicoproteína de 

membrana homodimérica de 190 KDa, cuyos monómeros se encuentran ligados por dos puentes 

disulfuro. Cada molécula del RTf1 tiene la capacidad de unir dos moléculas de Tf (Ponka, 1999). La 

expresión de Rtf1 es controlada en varias condiciones celulares como el estado del hierro y los niveles 

de oxígeno.  

           El ARNm de RTf1 puede ser regulado de manera postranscripcional mediante las proteínas IRE-

IRP (elementos de respuesta al hierro - proteínas de respuesta al hierro) como se desarrollará 

posteriormente en la sección de regulación postranscripcional de las proteínas del ciclo del hierro.  

           El receptor de Tf1 también es regulado a nivel transcripcional dado que su promotor contiene 

elementos de respuesta a hipoxia (HRE) que dimerizan con el factor inducible por hipoxia (HIF) 

(Wenger et al. 2005). Estudios celulares utilizando células de hepatoma K562 en condiciones de 

hipoxia han demostrado un aumento en los niveles de expresión del ARNm de RTf1 (Toth et al. 1999). 

          También se ha observado una regulación del Rtf1 mediada por la proteína de la hemocromatosis 

o HFE miembro de la familia del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I. Se ha demostrado 

que HFE, RTf1 y Tf formarían un complejo ternario donde HFE reduciría la afinidad de Rtf1 por Tf por 

la unión al mismo dominio helicoidal de RTf1-Tf compitiendo de esta forma por el sitio de unión 

(Waheed et al. 2002; Lebron et al. 1999). 

El receptor de Transferrina 2 o RTf2, también participa en la captación celular de hierro. Posee 

un 45% de identidad con el RTf1 en su dominio extracelular (Kawabata et al. 1999). Al igual que RTf1, 

la interacción entre RTf2 y Tf es dependiente del pH. En este sentido, la holotransferrina se une a los 

receptores a pH neutro o levemente alcalino mientras que la apotransferrina lo hace a pH ácido 

(Pérez et al. 2005). Otra característica que diferencia a ambos receptores es la afinidad por la 

holotransferrina, siendo la de RTf2 aproximadamente 25 veces menor que la de RTf1 (Kawabata et 

al. 2000; Pérez et al. 2005). Por otro lado, a diferencia de RTf1, el receptor de transferrina 2 (RTf2) 
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no es regulado de manera postranscripcional dado que no presenta segmentos IRE en su ARNm y no 

parece ser regulado por hierro en un modelo animal de hemocromatosis (Fleming et al. 2000).  

Luego de su unión, el complejo Rtf1-Tf-Fe3+ es endocitado en vesículas cubiertas de clatrina. 

Cuando el pH del endosoma disminuye, debido a la actividad ATPasa, el hierro se libera y se reduce 

a ferroso por la acción de la reductasa STEAP3 y se transporta fuera del endosoma vía el 

transportador DMT1 (Figura 3) (Fleming et al. 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El importador de hierro DMT1 se expresa en enterocitos y en células hepáticas (Giorgi y Roque 

2014). Sin embargo, los hepatocitos de ratones deficientes de DMT1 y en pacientes humanos con 

pérdida de función del transportador se sobrecargan de hierro indicando que DMT1 no sería el único 

transportador involucrado en la captación de hierro hepática (Gunshin et al. 2005; Mims et al. 2004; 

Iolascon et al. 2006).  

Figura 3. Captación de hierro celular mediante el Receptor de Transferrina 1 (RTf1). 
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Nam et al. (2012) han demostrado que el transportador de hierro ZIP14 se expresa 

abundantemente en hígado, principal sitio de depósitos de hierro en el organismo. 

Si bien en condiciones basales el hígado adquiere hierro por unión del RTf1-transferrina (Morgan 

y Baker 1986), en condiciones de exceso existe un elevado porcentaje de hierro NTBI (Craven et al. 

1987). Se ha sugerido que ZIP14 sería el transportador clave en la captación hepática de NTBI en 

estados de sobrecarga de hierro (Jenkitkasemwong et al. 2015). Estudios de Liuzzi et al. (2006) 

demostraron en cultivos de células hepáticas que el hierro NTBI puede ser incorporado mediante 

ZIP14. Asimismo, estudios de Zhao et al. (2010) demostraron que ZIP14 puede estar involucrado 

también en la captación de hierro TBI vía RTf1-Tf transportando el Fe2+ desde el endosoma hacia el 

citoplasma celular de manera similar a DMT1.  

En el citoplasma celular el hierro puede almacenarse en forma de ferritina o hemosiderina 

evitando así su toxicidad. La proteína de depósito Ferritina es un heteroplímero de 24 subunidades 

que puede almacenar hasta 4500 átomos de hierro. Está formada por dos cadenas, la H-ferritina 

(High) y L-ferritina (Light), la H posee actividad ferroxidasa importante para movilizar hierro en estado 

sólido en el centro de la proteína (Andrews 2008). La proteína Ferritina es el precursor de 

hemosiderina, un agregado heterogéneo de hierro con componentes lisosomales y otros productos 

de digestión intracelular (Wixom et al. 1980). La Ferritina también se encuentra circulando en suero 

siendo la forma sérica igual a la citoplasmática predominantemente en su forma L (Worwood et al. 

1976).  

La regulación de la síntesis de ferritina es mediada fundamentalmente por hierro mediante una 

regulación postranscripcional por proteínas regulatorias IRE-IRP como se explicará posteriormente 

(Casey et al. 1988).  

La ferritina posee una acción antioxidante por la generación de depósitos de hierro que previene 

la toxicidad del hierro férrico en exceso y la generación de especies reactivas de oxígeno vía la 

reacción de Fenton (Esquema 2) (Mackenzie et al. 2008). En este sentido se ha observado un aumento 

en la síntesis de ferritina en hígado y en células eritroides en modelos animales de ratones tratados 

con agentes oxidantes (Giorgi y Roque 2014; Tsuji et al. 2000). 
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Hemosiderina se colorea de azul en la tinción de Perls y está formada por hierro en estado férrico 

que le da su color amarillento (Iancu 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 lípidos, grupo hemo y carbohidratos como componentes adicionales de este conglomerado 

heterogéneo, que se localiza principalmente en lisosomas secundarios (Iancu 2011).  

En función de las necesidades del organismo el hierro se libera de las células mediante la proteína 

Ferroportina, único exportador de hierro hasta el presente. La proteína Ferroportina se asocia a una 

oxidasa en este caso ceruloplasmina que convierte el hierro ferroso en férrico para su posterior unión 

a transferrina (Figura 2). 

 La mayoría de la ceruplasmina se expresa en hígado, aunque también se la ha encontrado en 

cerebro y en pulmón. Funciona como un antioxidante que convierte hierro ferroso en hierro férrico 

disminuyendo la potencial formación de ROS vía la reacción de Fenton. La oxidación de hierro 

mediada por ceruloplasmina se acopla a la reducción molecular de oxígeno previniendo la formación 

de ROS (De Domenico et al. 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2. Toxicidad del hierro mediante la generación de especies reactivas de oxígeno. Reacción de Fenton. 

Kim et al. 2015 
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Los macrófagos del sistema reticuloendotelial, de hígado y bazo desempeñan una función muy 

importante en el metabolismo del hierro mediante el proceso de fagocitosis eritrocítica. Estas células 

expresan la proteína importadora de hierro DMT1 participando en el transporte de hierro adquirido 

cuando los eritrocitos senescentes son fagocitados (Gruenheid et al. 1999) (Figura 4).  

Otro mecanismo de importación de hierro macrofágico es a través de la unión RTf1-transferrina 

(Knutson & Wessling-Resnick 2003). 

Otra vía de ingreso de hierro a la célula es mediada por el receptor CD163, expresado 

exclusivamente en monocitos y macrófagos, que se une al complejo formado entre haptoglobina y 

hemoglobina liberada por la destrucción de eritrocitos en el espacio intravascular (Kristiansen et al. 

2001).   

Figura 4. Movilización de hierro en macrófagos del sistema retículo endotelial. Adaptado de Beaumont et al. 2000. 

Creado con BioRender.com. 
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2. REGULACIÓN DEL CICLO DEL HIERRO 

2.1 ROL CENTRAL DE HEPCIDINA 

Hepcidina es el principal regulador del ciclo del hierro (Nemeth y Ganz 2006). Su expresión inhibe 

el egreso del hierro celular mediante su unión a la proteína exportadora de hierro ferroportina. La 

unión hepcidina-FPN bloquea la absorción intestinal, inhibe la liberación del hierro desde el SRE e 

inhibe la liberación de los depósitos de hierro principalmente hepáticos (Ganz y Nemeth 2012). 

Hepcidina, hormona peptídica de 25 aminoácidos, se sintetiza principalmente en el hígado como 

un precursor de 84 aminoácidos que posteriormente es procesado y secretado en forma de un 

péptido de 25 aminoácidos (Park et al. 2001). Sin embargo, se ha observado la expresión de hepcidina 

en otros órganos como corazón y pulmón y se postula que produciría una regulación local a nivel de 

estos órganos regulando el flujo de hierro (Lakhal-Littleton et al. 2016; Giorgi, D´Anna y Roque 2015).  

Los hepatocitos han sido reconocidos como el mayor sitio de síntesis de hepcidina dada su 

localización en la circulación portal que distribuye el hierro absorbido a nivel intestinal además de 

estar involucrados en los depósitos de hierro y por su proximidad a las células de Kupffer que reciclan 

eritrocitos (Ganz y Nemeth 2012).  

La expresión de hepcidina es regulada en respuesta al hierro, a la inflamación, a la hipoxia y a la 

eritropoyesis inefectiva (Veuthey, D´Anna y Roque 2008, D´Anna, Giorgi y Roque 2011; D´Anna y 

Roque 2012; Giorgi y Roque 2013). 

Hepcidina es regulada homeostáticamente por los requerimientos eritropoyéticos de hierro, de 

esta forma durante la eritropoyesis activa la producción de hepcidina se inactiva dejando hierro 

disponible para la síntesis de hemoglobina (Pak et al. 2006). La deficiencia absoluta o relativa de 

hepcidina causa sobrecarga de hierro en enfermedades como la hemocromatosis hereditaria. 

Originalmente se la identificó como un péptido con propiedades antimicrobianas por lo que se 

la denominó LEAP1 (liver expressed antimicrobial peptide) (Krause et al. 2000). Posteriormente se 

demostró su relación con el metabolismo del hierro cuando la inactivación del gen de hepcidina en 

ratones ocasionó estados severos de sobrecarga de hierro (Nicolas G et al. 2001). Es conocido que 

los individuos con exceso de hierro son más susceptibles a infecciones bacterianas que aquellos 

individuos con un balance de hierro normal (Weinberg 1978). De esta forma deprivar de hierro a los 

patógenos mediante la acción de hepcidina durante la infección podría ser una ventaja evolutiva del 

hospedador. 

El genoma de ratón contiene dos genes que codifican para hepcidina pero sólo hepcidina 1 

pareciera tener un rol fundamental en el metabolismo del hierro (Lou et al. 2004).  
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En humanos el péptido hepcidina es codificado por un gen pequeño de tres exones que producen 

la preprohepcidina de 84 aminoácidos que está compuesta por: una secuencia señal de 24 

aminoácidos en el extremo N-terminal para su reconocimiento en el retículo endoplasmático, una 

pro-región central entre los aminoácidos 25 y 59 y el péptido maduro de 25 aminoácidos en el 

extremo C-terminal (Figura 5) (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 (Figura 5) (Pigeon et al. 2001; Valore & Ganz 2008). 

 Se ha descripto que la furina convertasa sería la principal enzima involucrada en la eliminación 

de la pro-región de la prohepcidina produciendo la hepcidina madura, que es liberada a la sangre 

(Valore & Ganz 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La hepcidina es un péptido muy pequeño que presenta una estructura terciaria compleja 

compuesta por 8 residuos cisteína, conectados por 4 puentes disulfuro (Ganz 2003). Esta estructura 

peptídica, dificulta la obtención de anticuerpos. Por ello, desde el descubrimiento de hepcidina como 

proteína reguladora del ciclo del hierro, números estudios han intentado desarrollar una técnica que 

permita la evaluación de los niveles séricos y urinarios de esta hormona.  

Por su pequeño tamaño y su mecanismo de acción puede ser filtrada como un péptido pequeño 

por la membrana glomerular renal y luego reabsorbida y degradada en el túbulo proximal utilizando 

un mecanismo genérico de reciclaje de aminoácidos (Nemeth y Ganz 2021).  Un pequeño porcentaje 

de la hepcidina filtrada puede ser detectado en orina (Nemeth y Ganz 2021). Su detección en suero 

resulta compleja (Kemna et al. 2007). Los avances respecto a la determinación cuantitativa de 

Figura 5. Síntesis de la proteína Hepcidina. 
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hepcidina requieren de inmuno-ensayos enzimáticos para la detección de prohepcidina sérica 

humana.  

Estudios de Valore y Ganz (2008) en células de hepatoma humano HepG2 y en cultivo primario 

de hepatocitos, demostraron un aumento de los niveles de prohepcidina celular cuando la síntesis 

de hepcidina fue estimulada, identificando una relación directa entre los niveles celulares del pro-

péptido y del péptido.  

         Además, en la bibliografía solo se describe que la síntesis de hepcidina hepática es regulada 

transcripcionalmente por hierro, por la actividad eritropoyética y por la inflamación (Flanagan et al. 

2007; Lee & Beutler 2009). Teniendo en cuenta estos estudios, el análisis de la expresión de 

prohepcidina en células y tejidos permitiría inferir el cambio en la expresión de hepcidina. Un estudio 

en cardiomiocitos muestra que en condiciones de deficiencia de hierro se activa furina convertasa 

(clivaje de prohepcidina) elevando los niveles de hepcidina (Lakhal-Littleton et al. 2016). De esta forma 

el corazón sería el único órgano reportado hasta la fecha en donde no se correlacionan los niveles de 

prohepcidina y hepcidina. Se propone que el corazón llevaría a cabo un control local del hierro 

mediado por hepcidina dada la elevada cantidad de hierro que requiere para sus funciones vitales 

evitando la deficiencia en miocardiocitos (Lakhal-Littleton et al. 2016). 

En un estudio reciente, se desarrolló una técnica confiable y específica para la detección del 

péptido activo de hepcidina en suero, que involucra una cuantificación costosa pero altamente 

específica a través del método de cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro 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 cuantificación de hepcidina, en 

el presente trabajo de tesis estudiamos la expresión tisular del pro-péptido, que se correlaciona con 

los niveles tisulares de hepcidina (Valore y Ganz 2008). 

Hepcidina controla la absorción de hierro a nivel intestinal, la liberación del mismo desde los 

macrófagos del SRE y desde los sitios de depósito como el hígado (Figura 6). La deficiencia de 

hepcidina conduce a severa sobrecarga de hierro como ocurre en la mayoría de los casos de 

hemocromatosis hereditaria en donde las mutaciones asociadas a genes que regulan a hepcidina 

(HFE, RTf2, HJV) conducen a la hiperabsorción de hierro dietario conduciendo a estados de exceso 

de hierro en donde el mismo se deposita a nivel hepático y en otros órganos produciendo toxicidad 

y daño celular (Ruchala y Nemeth 2014). 
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 El eflujo de hierro celular es controlado por hepcidina mediante dos mecanismos, la oclusión del 

receptor FPN y la endocitosis y degradación de FPN (Nemeth y Ganz 2021). El mecanismo de oclusión 

es más efectivo cuando hay altos niveles de hepcidina y es reversible cuando los niveles de hepcidina 

disminuyen (Nemeth y Ganz 2021). El segundo mecanismo ocurre con menores concentraciones de 

hepcidina y su efecto es prolongado en el tiempo (Nemeth y Ganz 2021).  

Hepcidina regula negativamente la liberación celular de hierro mediante su unión a FPN y su 

posterior internalización y degradación (Figura 6) demostrado por primera vez en células 

embrionarias renales que expresaban ferroportina localizada en la membrana celular. Hepcidina 

induce un cambio conformacional en ferroportina que permite la ubiquitinización del segmento 

citoplasmático rico en lisina conectado a los seis dominios helicoidales de FPN (Nemteh y Ganz 2021). 

FPN ubiquitinada se degrada posteriormente en lisosomas y proteosoma. Un estudio reciente indica 

que Rnf217 es una ubiquitin ligasa E3 que cataliza la degradación de FPN en respuesta a la unión a 

hepcidina (Jiang et al. 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Acción de Hepcidina sobre el exportador de hierro Ferroportina. 
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Figura 7. Movilización de hierro mediada por hepcidina. Adaptado de Shah y Xie 2014. 

 

Figura 8. Efecto de los diferentes niveles de Hepcidina sobre los enterocitos y macrófagos. Creado con BioRender.com 
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        La ferroportina facilita el transporte del hierro mediante un mecanismo conformacional que 

alterna el acceso al hierro desde caras intracelulares y extracelulares del transportador (Figura 9). Los 

dos brazos de ferroportina de seis hélices encierran una cavidad central a través de la cual el hierro 

se mueve hacia afuera. Aún no se comprende que impulsa la direccionalidad del transporte de hierro, 

pero se asume que está acoplado a otro transporte energéticamente favorable de otro ion o molécula 

(Ganz, 2021).  

El control de hepcidina sobre la actividad de ferroportina se lleva a cabo a través de al menos 

dos mecanismos. Por un lado, hepcidina se une dentro de la cavidad central de la ferroportina para 

ocluirla cuando el hierro es transportado desde el citoplasma al espacio extracelular impidiendo su 

salida (Figura 9). Este mecanismo requiere una elevada concentración de hepcidina para alcanzar una 

alta ocupación de ferroportina (Ganz, 2021).  

El segundo mecanismo de regulación implica endocitosis y proteólisis de ferroportina inducidas 

por hepcidina. Aquí, se cree que la unión a la hepcidina causa un cambio conformacional en la 

ferroportina, con la consiguiente ubiquitinación en un asa intracelular rica en lisina que conecta las 

dos mitades de la molécula de ferroportina (Ganz, 2021) 

La unión de hepcidina a ferroportina depende del bucle extracelular de ferroportina y la 

presencia de cisteína en posición 326 (Ganz y Nemeth 2012). La afinidad de hepcidina y ferroportina 

depende de la unión de Janus quinasa 2 citosólica (Jak2) al exportador de hierro. Ferroportina es un 

dímero en donde cada monómero permanece unido a hepcidina por Jak2 (Figura 10).  

Posteriormente las dos moléculas de Jak2 se autofosforilan y fosforilan a FPN (De Domenico et 

al. 2007). FPN es fosforilada en sus residuos tirosinas adyacentes en la membrana plasmática, lo que 

resulta en la internalización de FPN-hepcidina por endocitosis. Una vez dentro de la célula FPN es 

monoubiquitinada en el residuo lisina en posición 253, posteriormente a ser desfosforilada se 

degrada en lisosomas (De Domenico et al. 2007). Esta ubiquitinación pareciera ser dependiente de la 

presencia de Fe2+ unido a FPN. La ubiquitinación es crítica para la degradación de FPN dado que un 

complejo de proteínas citosólicas reconoce a FPN ubiquitinada permitiendo su captura en vesículas 

que se fusionan con endosomas y posteriormente lisosomas para su degradación. 

La ubiquitinación es un mecanismo regulador por el cual el amino 76 de la proteína ácida 

ubiquitina está unida covalentemente a otras proteínas, generalmente para marcarlos para la 

degradación proteolítica. Se lleva a cabo por una cascada de tres enzimas (ligasas de ubiquitina E1, 

E2 y E3) que, respectivamente, activan la ubiquitina, la transfieren y, en última instancia, ligarlo a una 

cadena lateral de lisina en la proteína objetivo o posteriormente a una lisina en la cadena de 
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poliubiquitina en la proteína objetivo (Ganz 2021). La especificidad de la proteína reside 

predominantemente en la ligasa E3, ya que son sólo 2 genes humanos para E1 y 35 para E2, pero 

~600–700 genes que codifican ligasas E3. Nemeth y Ganz (2021) mostraron que RNF217 contribuye 

a la ubiquitinación de ferroportina que impulsa endocitosis y proteólisis de ferroportina inducida por 

hepcidina (Figura 9).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 10. Internalización de Ferroportina dependiente de Jak2. 

Figura 9. Mecanismos de acción de Hepcidina. Ganz 2021 
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La expresión de FPN es regulada también de una manera independiente de hepcidina mediada 

por hemo y hierro. La existencia de varios mecanismos regulatorios de FPN demuestra su gran 

importancia en la homeostasis del hierro. De esta forma el hemo causa un rápido aumento de la 

transcripción de ferroportina promoviendo la acumulación nuclear del regulador transcripcional Nrf2 

que conduce al desplazamiento de Bach 1, represor transcripcional del elemento de reconocimiento 

de Maf (MARE) a la secuencia de elementos de respuesta antioxidante (ARE) en el promotor de 

ferroportina (Delaby et al. 2008). Además, la traducción de FPN es controlada mediante la interacción 

de elementos de respuesta al hierro con proteínas de respuesta al hierro, sistema IRE-IRP.  

Ha sido ampliamente demostrado que en estados de exceso de hierro se induce el aumento del 

ARNm de hepcidina en hepatocitos, aunque se desconoce el mecanismo exacto (Pigeon et al. 2001). 

El ARNm de hepcidina carece de regiones IRE por lo que es necesario un sistema diferente al IRE-IRP 

para regular los niveles de este péptido en respuesta al hierro (Ganz y Nemeth 2006). 

Algunos autores proponen, dado que es un péptido antimicrobiano, una regulación mediada por 

inflamación. En este sentido se ha observado que en hígados murinos y hepatocitos tratados con LPS 

aumenta el ARNm de hepcidina (Pigeon et al. 2001). 

Frente a estados de exceso de hierro para coordinar la absorción apical de hierro a nivel intestinal 

con la transferencia basolateral del mismo hacia el plasma, el efecto de hepcidina sobre FPN 

basolateral debe comunicarse con mecanismos que disminuyan la absorción intestinal de hierro. 

Existen tres mecanismos que actúan de manera coordinada, en primer lugar, la acumulación de 

hierro celular causada por la disminución de la exportación de hierro luego de la interacción de 

hepcidina con ferroportina se inactivan las proteínas regulatorias del hierro IRP1 e IRP2 que se unen 

a los elementos de respuesta al hierro IRE en la región 3´ del ARNm de DMT1 desestabilizandolo y 

disminuyendo la síntesis de DMT1 (Gunshin et al. 2001). En el segundo mecanismo el hierro celular 

actúa como cofactor de las prolil hidroxilasas que sensan oxígeno e induce la hidroxilación del factor 

inducible por hipoxia HIF2α produciendo su degradación y removiendo el efecto estimulatorio de la 

transcripción de DMT1 (Shah et al. 2009). El tercer mecanismo involucra la activación de ubiquitin 

ligasas desencadenado por la unión de hepcidina a FPN, su difusión al citoplasma y la 

transubiquitinación y posterior degradación proteosomal de DMT1 (Brasse-Lagnel et al. 2011). 

La producción de hepcidina es regulada de manera transcripcional por hierro. Es lógico que 

hepcidina como otras hormonas sea regulada por retroalimentación de la sustancia que controla, el 

hierro, de acuerdo a su concentración. Se sugiere que los dos receptores de transferrina RTf1 y RTf2 

junto con HFE que interactúa con ambos receptores podrían servir como un sensor de 
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holotransferrina o transferrina diférrica (Schimdt et al. 2008, Gao et al. 2009). HFE está 

estructuralmente relacionada con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, 

major histocompatibility complex) de clase I, cuya unión al RTf1 es inhibida competitivamente por la 

holotransferrina (Giannetti et al. 2004). Por lo tanto, cuando aumenta la concentración de 

holotransferrina (Fe-Tf), HFE se desplaza del complejo con el RTf1, dado que el sitio de unión de HFE 

en el RTf1 se superpone con el de la holotransferrina. Luego de la liberación, HFE interactúa con el 

RTf2 y, a su vez, el complejo RTf2-HFE es estabilizado por la unión de Fe-Tf (Pantapoulos, 2008). El 

complejo formado por FeTf-HFE-RTf2 estimula la expresión de hepcidina por una vía poco 

comprendida. Se propone que el complejo formado potencia la vía de señalización de BMP y/o MAPK 

(Gao et al. 2009). 

Si bien el mecanismo de acción de HFE en la síntesis de hepcidina se encuentra claramente 

establecido también se sugiere que podría tener un rol en la regulación de transportadores de hierro 

tanto del Receptor de Transferrina por competir con la holotransferrina en su unión o de otros 

importadores por mecanismos poco conocidos.  Se ha descripto en células de hepatoma que 

sobreexpresan HFE la disminución de la captación de hierro NTBI por la disminución de la expresión 

del transportador ZIP14 desestabilizándolo, aunque no se observaron cambios en el ARNm (Gao et 

al. 2008). 

La vía de señalización de BMP utiliza Smads citoplasmáticas como señal clave en la regulación de 

la transcripción de hepcidina (Babitt et al. 2006). Esta vía regula varios procesos vitales como la 

morfogénesis embrionaria, el desarrollo óseo y la reparación tisular. Hemojuvenila (HJV) es un 

adaptador específico del hierro a las BMP que aumenta su sensibilidad por las BMPs (Ganz, 2011).      En 

humanos mutaciones de hemojuvenila conducen a deficiencia severa de hepcidina y puede ser la causa 

de hemocromatosis juvenil (Papanikolau et al. 2004). Las BMP interactúan con sus receptores del tipo 

serina treonina quinasa. Se propone que, en respuesta al aumento de la saturación de transferrina, 

RTf2 inicia una cascada de señalización que aumenta la síntesis de BMP-6. Posteriormente, BMP-6 

sería secretada al exterior celular para interactuar con los receptores de BMP y con su co-receptor HJV, 

activando la vía de señalización de SMADs que estimula la síntesis de hepcidina (Rishi et al. 2015).  

      Se ha demostrado que HFE interacciona con el receptor de BMP tipo 1 ALK3 estabilizando a la 

proteína en la superficie celular y permitiendo que la señalización por BMP conduzca al aumento de 

la expresión de hepcidina (Wu et al. 2014). El transcripto de BMP6 es producido principalmente en 

las células no parenquimatosas hepáticas indicando que podría tener una función parácrina 

influenciando en la transcripción de Hamp (gen que codifica para hepcidina) en las células hepáticas 
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vecinas. De esta forma las células hepáticas no parenquimatosas sensan los niveles de hierro y liberan 

BMP6 que desencadena la vía de transcripción de hepcidina (Enns et al. 2013).  

Otras dos proteínas de membrana, la neogenina inicialmente conocida por sus funciones en el 

sistema nervioso y una serina proteasa matriptasa 2 (MT-2) están involucradas en la síntesis de 

hepcidina modulando la concentración de hemojuvenila en la membrana celular, de esta forma MT-

2 inhibe la síntesis de hepcidina por el clivaje de hemojuvenila y neogenina inhibe la secreción de HJV 

(Silvestri et al. 2008; Lee et al. 2010). Posteriormente a la activación del receptor de BMP la 

transcripción de hepcidina es contralada por la vía de las SMADs 1/5/8. Actualmente se ha propuesto 

que la regulación de hepcidina por el hierro intracelular involucraría el aumento de la síntesis 

hepática de BMP-6 por el exceso de hierro celular (Kautz et al. 2008).  

Luego, BMP-6 sería secretada desde las células para interactuar con su co-receptor HJV y con el 

receptor de BMP, activando una vía de señalización intracelular en la que se fosforilan SMAD1/5/8 

(pSMAD1/5/8) (Ganz & Nemeth, 2012). Este mecanismo favorecería la unión de pSMAD1/5/8 con 

SMAD4 formando un complejo que translocaría al núcleo, activando la transcripción del gen de 

hepcidina (Figura 11) (De Domenico et al. 2007).  

La relación entre la vía de las Smad y el metabolismo del hierro se estableció al estudiar a ratones 

con una deleción específica de Smad4 y demostrar un exceso de hierro (Wang et al. 2005).  
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2.2 REGULACIÓN DE HEPCIDINA POR INFLAMACIÓN 

La inflamación presenta un potente efecto en la homeostasis del hierro mediante la reducción 

de la absorción intestinal, el secuestro de hierro en los macrófagos y la disminución de los niveles 

séricos (Ganz 2011). La síntesis de hepcidina hepática es regulada de manera transcripcional por IL-6 

a través de la vía de señalización de las STAT-3 que interaccionan con su elemento de unión en el 

promotor de hepcidina (Figura 12) (Nemeth 2004; Pietrangelo et al. 2007). En este sentido se ha 

observado en hepatocitos cultivados con IL-6 un aumento en la síntesis de hepcidina (Nemeth et al. 

2003).  

Además, ratones tratados con turpentina para inducir inflamación aumentan los niveles de ARNm de 

hepcidina (Nicolas et al. 2002). Existe evidencia que demuestra que el promotor del gen HAMP 

Figura 11.  Vía de señalización para la síntesis de Hepcidina. Adaptado de Ganz, 2011.Creado 

con BioRender.com 
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contiene un sitio de unión a STAT-3 (Verga Falzacappa et al. 2007). Pietrangelo et al. (2007) 

demostraron que STAT3 es el primer factor de transcripción que media la inducción de hepcidina vía 

IL-6.  

La vía de señalización de JAK-STAT3 opera de manera similar a la vía de BMP-SMAD en dónde 

la unión de una citoquina, por ejemplo, IL6 se une a su receptor e induce una cascada de señalización 

que finaliza en la fosforilación de STAT3 que trasloca al núcleo para unirse a un factor de transcripción 

e inducir la expresión de hepcidina. Se ha sugerido que las vías de JAK-STAT y BMP-SMAD se 

entrecruzarían a nivel de SMAD4 (Wang et al. 2005).  

Los niveles de hepcidina aumentan rápidamente en la inflamación por la vía de IL-6 además de 

otras vías de señalización como las de BMP (Armitage et al. 2011, Besson-Forunier et al. 2012). Si 

bien IL-6 y otras citoquinas actúan mediante la vía de las STAT3, también se propone que activina-B 

actúa mediante la vía de las BMP y las Smad 1/5/8 estimulando la expresión de hepcidina durante 

los estados de inflamación (Ruchala y Nemeth 2014). En este sentido se ha demostrado que es 

necesario el receptor de BMP1 Alk3 para la respuesta de hepcidina mediada por IL-6. Esto se observó 

dado que ratones que carecían de Alk3 eran incapaces de inducir la síntesis de hepcidina en respuesta 

a IL-6 (Mayeur et al. 2014). 

Los mencionados y posiblemente otros mecanismos aumentan la producción de hepcidina y 

sus niveles plasmáticos durante la inflamación y en estados infecciosos. El aumento de hepcidina 

conduce a hipoferremia posiblemente para controlar la multiplicación de microorganismos que 

requieren hierro extracelular, sin embargo, se limita también el hierro disponible para la 

eritropoyesis y contribuye a la anemia de la inflamación o anemia de las enfermedades crónicas (Ganz 

y Nemeth 2012). 

 

 

 

 



Introducción 
 

25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 REGULACIÓN DE HEPCIDINA POR ERITROPOYESIS 

La existencia de una conexión entre la eritropoyesis y la absorción del hierro fue observada 

hace 50 años en estudios en animales con hipoxia y tratados con eritropoyetina, observando que la 

absorción de hierro radiactivo aumenta en estados de hipoxia o en presencia de EPO (Mendel 1961). 

 El eritrón conformado por las células eritroides en desarrollo en medula ósea y los eritrocitos 

circulantes consumen alrededor del 80% del hierro plasmático (Wrighting y Andrews 2008).  

Una de las principales moléculas de señalización que median la eritropoyesis es la 

eritropoyetina (EPO), que se produce fundamentalmente a nivel renal y contribuye a la maduración 

y diferenciación de los precursores eritroides. La actividad eritropoyética suprime la síntesis de 

hepcidina hepática. Nicolás et al. (2002) demostraron que el ARNm de hepcidina en un modelo 

animal de ratón de anemia fue suprimido, en este sentido se propone que el aumento en la absorción 

y movilización de hierro en estados de anemia podría conducir a la supresión de la síntesis de 

hepcidina mediado por el estado de hipoxia mediada por factores inducibles por hipoxia. En estados 

de eritropoyesis activa aumenta la demanda de hierro que puede conducir a hipoferremia y la 

supresión de la síntesis de hepcidina por un mecanismo regulatorio en respuesta a hierro (Ganz 

2011). En este sentido Ashby et al. (2010) reportaron que la administración exógena de 

eritropoyetina en humanos provoca un marcado y prolongado descenso de los niveles de hepcidina 

Figura 12.  Regulación de la síntesis de Hepcidina por inflamación. 

Adaptado de Ruchala y Nemeth 2014. 
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circulante. En este contexto se ha observado que la administración de eritropoyetina suprime a 

hepcidina posiblemente a través de un mediador liberado desde médula ósea con sitio de acción a 

nivel hepático (Pak et al. 2006).  

La estrecha relación entre la eritropoyesis y el metabolismo del hierro en los vertebrados es 

necesaria dado el elevado contenido de hierro de los eritrocitos y su alto recambio (Giblett et al. 

1956). Los eritrocitos tienen una vida media en humanos de 120 días y en ratón de 40 días previo a 

ser ingeridos por los macrófagos del sistema reticuloendotelial para que el hierro sea reciclado y 

enviado a medula ósea en el humano y también a bazo en ratones para la síntesis de glóbulos rojos 

nuevos. Cada segundo se producen entre 2 y 3 millones de glóbulos rojos y se requieren entre 30 y 

40 mg de hierro para producir 30 pg de hemoglobina por célula, un total de 6 g de hemoglobina al 

día.  

Sin embargo, el pool de hierro unido a transferrina es 10 veces menor a los requerimientos 

diarios de hierro, predominantemente el hierro necesario para la eritropoyesis proviene del reciclaje 

del grupo hemo por los macrófagos proveniente de otros glóbulos rojos senescentes (Li y Ginzburg 

2010). Es por ello que la eritropoyesis domina el metabolismo del hierro y ambos se relacionan de 

forma muy estrecha, en consecuencia, el proceso dinámico de transporte de hierro para la 

eritropoyesis requiere de un estricto control para prevenir deficiencias o excesos de hierro y proteger 

al organismo de anemias o de la potencial toxicidad generada por el biometal. 

Hepcidina es el principal regulador de la homeostasis del hierro, controlando su absorción 

intestinal, y su liberación por parte de los macrófagos del SRE y la circulación del hierro para su 

utilización en la eritropoyesis. Mediante la disminución de la transcripción del gen de hepcidina, la 

actividad eritropoyética estimula la absorción de hierro a nivel intestinal, así como también la 

liberación del mismo desde los macrófagos y desde los sitios de depósitos como los hepatocitos (Ganz 

2018). 

Eritropoyetina puede inhibir la síntesis de hepcidina de forma directa mediante la unión a su 

receptor en los hepatocitos (Pinto et al. 2008), sin embargo, numerosos estudios indican la presencia 

de un factor eritroide para inhibir la síntesis de hepcidina (Tanno et al. 2010). 

Inicialmente se propuso la existencia de un regulador eritroide liberado por los eritroblastos, GDF15 

como regulador de la síntesis de hepcidina sin embargo, al realizar flebotomías a ratones deficientes 

en este factor de crecimiento no se observaron diferencias en los niveles de hepcidina respecto a los 

controles sugiriendo que existirían otras vías involucradas en la síntesis de hepcidina (Casanovas et 

al. 2013).  
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El principal regulador eritroide de la síntesis de hepcidina es la eritroferrona (ERFE) que se 

sintetiza y secreta por los eritroblastos medulares y de sitios extramedulares. La producción de ERFE 

es inducida por EPO. ERFE actúa en los hepatocitos suprimiendo la síntesis de hepcidina por un 

mecanismo regulatorio poco conocido que involucra a las BMP (Figura 13 A) (Ganz 2018). En 

situaciones de hipoxia, los riñones sensan bajo oxígeno y secretan EPO que estimula la eritropoyesis 

y la producción de ERFE. Dado que ERFE suprime la síntesis de hepcidina el hierro se moviliza desde 

los sitios de depósito para ser utilizado en la síntesis de glóbulos rojos (Figura 13 B) (Srole y Ganz 

2021). Recientemente se ha demostrado que ERFE se une y secuestra a ciertos miembros de la familia 

de las BMPs fundamentalmente BMP2, BMP6 y el heterodímero formado por BMP2/6 mediante la 

unión al receptor de BMP ALK3 (Figura 13 C) (Wang et al. 2020). 

Se ha demostrado el aumento de ERFE en ratones sometidos a perdidas sanguíneas o tratados 

con EPO (Ganz 2018). Es suprimido por inhibidores de STAT5 sugiriendo que está involucrada la vía 

regulatoria de Jak2-STAT5 en la regulación de la expresión de ERFE mediada por EPO (Ganz 2018). 

Existe una relación inversa entre la concentración sérica de ERFE y hepcidina sérica en pacientes 

con Beta talasemia o en pacientes con administración exógena de EPO. (Wang et al. 2017). Wang y 

colaboradores (2017) demostraron que ERFE suprime la fosforilación de Smad 1/5 en cultivo primario 

de hepatocitos murinos y en una línea celular Hep3B. De esta forma la supresión de la síntesis de 

hepcidina por ERFE es en parte mediada por la vía de las BMP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 13 A. Regulación de hepcidina por eritropoyesis e hipoxia. 

Adaptado de Rishi et al. 2015. Creado con BioRender.com 
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Figura 13 B. Acción de EPO y ERFE en estados de eritropoyesis activa. Ganz, 2021 

Figura 13 C. Acción de ERFE sobre BMP y síntesis de hepcidina. Srole y Ganz 2021 
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2.4 REGULACIÓN DE HEPCIDINA POR HIPOXIA 

Similar a la respuesta de hepcidina frente a la eritropoyesis se ha observado una disminución 

de su expresión en estados de hipoxia (Nicolas et al. 2002). El principal regulador de hepcidina en 

hipoxia es el factor inducible por hipoxia (HIF) (Figura 14) del que se conocen tres subunidades HIF1α, 

HIF2α e HIF3α. En presencia de oxígeno estas subunidades son modificadas por la enzima prolil 

deshidrogenasa y sufren una degradación proteosomal. Las prolil hidroxilasas son enzimas 

dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y su actividad requiere de la unión de hierro al sitio 

activo y de oxígeno como cosustrato, de esta forma es muy importante un correcto balance de hierro 

y oxígeno (Myllyharju 2013).  

 En estados de deprivación de oxígeno esta enzima se inactiva lo que conduce a la estabilización 

de los HIF que traslocan a núcleo y se unen a su receptor nuclear ARNT o HIF1β formando un 

heterodímero que se une a los elementos de respuesta a hipoxia (HREs) y regulan la transcripción de 

genes específicos de hipoxia entre ellos el gen de EPO (Greer et al. 2012). En este sentido se ha 

demostrado que individuos voluntarios expuestos a elevadas altitudes de hipoxia disminuyen 

significativamente los niveles de hepcidina y aumentan de forma significativa los de eritropoyetina y 

la producción de glóbulos rojos (Piperno et al. 2011). 

Además, se ha demostrado que HIF1α se une a 3 HREs en el gen de HAMP y reduce su expresión 

en células humanas en cultivo y en ratones (Peyssonnaux et al. 2007). Por otro lado, se ha observado 

que la hipoxia conduce a un aumento en la expresión del ARNm de la furina en células hepáticas en 

cultivo mediado por HIF1α (McMahon et al. 2006). En este sentido Silvestri et al. (2008) demostraron 

un aumento en la expresión de la enzima furina en situaciones de hipoxia y de escaso hierro 

sugiriendo que éste sería un mecanismo indirecto para regular los niveles de hepcidina.  

La hipoxia también regula los niveles de matriptasa 2 o TMPRSS6, aumentándolos mediante el 

reconocimiento del factor inducible por hipoxia 1 por una región HRE localizada en el promotor del 

gen de TMPRSS6 (Maurer et al. 2012).  

Por otro lado, se demostró que ratones sometidos a condiciones de hipoxia no presentaban 

cambios en los niveles de expresión de SMAD 1/5/8 o STAT3 sugiriendo que no estarían involucradas 

las vías de BMP o JAK-STAT en la regulación de hepcidina por hipoxia (Sonnweber et al. 2014).  En 

este mismo estudio se observó un aumento en otras citoquinas como el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) y de proteínas de unión a los elementos de respuesta a AMPc (CREB) 

(Sonnweber et al. 2014).   
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La hipoxia puede inhibir la expresión de hepcidina por una vía independiente de eritropoyetina 

iniciada por la degradación de C/EBPα, un factor de transcripción crítico requerido para la expresión 

basal de hepcidina (Anderson et al. 2012). En estados de hipoxia los macrófagos pueden inhibir SMAD 

y el factor C/EBPα en hepatocitos para reducir la expresión de hepcidina (Chaston et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Regulación de la expresión de hepcidina según la disponibilidad sistémica de hierro y el 

estado inflamatorio e infeccioso. Adaptado de Henze et al. 2010. 

Figura 14. Regulación transcripcional de hepcidina por anemia e hipoxia. Adaptado de Rishi et al. 2015. 
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2.5 REGULACIÓN POSTRANSCRIPCIONAL DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

Para mantener la homeostasis de hierro celular es necesario un balance coordinado entre su 

captación, utilización y depósitos. Esto explica que la expresión de las proteínas clave involucradas 

en el metabolismo del hierro sea controlada de manera post-transcripcional por los niveles 

intracelulares del biometal. Este mecanismo de regulación es mediado por interacciones específicas 

entre secuencias de elementos de respuesta al hierro (IRE) localizados en el ARNm y proteínas 

regulatorias citoplasmáticas (IRP). 

Las IRE son secuencias de nucleótidos filogenéticamente conservadas, que están compuestas 

por 28 bases que forman una estructura secundaria en forma de horquilla que les permite interactuar 

con las IRP (Hentze y Kuhn 1996). Las secuencias IRE se localizan en las regiones no codificantes o no 

traducidas (UTRs) en los extremos  ’ o 3’ de los ARNm y, dependiendo de la posición, difiere el efecto 

que ocasiona su interacción con las IRP. Las IRE situadas en la región UTR  ’ regulan la unión del 

mensajero al ribosoma y controlan la iniciación de la traducción mientras que las ubicadas en la 

región UTR 3’, modulan la estabilidad o degradación del ARNm por acción de endorribonucleasas 

(Perez et al. 2005) 

Dos proteínas IRP (IRP1 e IRP2) se han identificado en células de mamíferos y actúan como 

sensores del contenido celular de hierro. 

La IRP1 es una proteína bifuncional que puede actuar como aconitasa citoplasmática o unirse a 

secuencias IRE (Figura 16). Posee un cluster [4Fe-4S] en su sitio activo y puede convertirse 

reversiblemente en su forma activa [4Fe-4S] o inactiva [3Fe-4S] en respuesta a modificaciones en la 

disponibilidad de hierro. Bajo condiciones de depleción del metal, la apoIRP1 puede unirse con alta 

afinidad a las secuencias IRE. Contrariamente, en estados de exceso de hierro, la IRP1 incorpora un 

átomo del metal al cluster [4Fe-4S], adoptando una conformación en la cual es incapaz de interactuar 

con el ARN, pero posee actividad aconitasa (Figura 16) (Kaldy et al. 1999). 
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La IRP2 posee 62% de homología con la IRP1 pero carece del cluster [4Fe-4S] y no posee 

actividad aconitasa. Tiene capacidad de unirse con elevada afinidad a secuencias IRE localizadas en 

los mensajeros. En su región N-terminal contiene una secuencia rica en cisteína que es responsable 

de la degradación proteasomal cuando los niveles intracelulares de hierro son altos (Iwai et al. 1995).  

La síntesis de las proteínas involucradas en el metabolismo del hierro es regulada a través de la 

interacción IRE-IRP (Perez et al. 2005). 

Uno de los ARNm más estudiado es el de RTf1 que contiene en su UTR 3’ cinco secuencias IRE 

altamente conservadas, permitiendo la unión de proteínas de respuesta al hierro (IRP) en estados de 

deficiencia de hierro estabilizando el ARNm y causando el aumento de la expresión de RTf1 (Figura 

18). En estados de exceso de hierro las IRPs son inactivadas o degradadas y la síntesis de RTf1 

disminuye (Mackenzie et al. 2008). En este caso, la interacción IRE-IRP protege al mensajero de la 

degradación, permitiendo su traducción y la síntesis del receptor (Casey et al. 1988). Ferritina posee 

una única región IRE en el 5´UTR de su ARNm y en este caso la interacción IRE-IRP bloquea la 

traducción (Leibold y Munro 1988). 

La isoforma IRE de DMT1 es regulada postranscripcionalmente por la presencia de la secuencia 

3´ IRE localizado sobre todo en intestino en donde su expresión aumenta en estados de deficiencia 

Figura 16. Regulación de IRP1. 
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de hierro (Hubert y Henze 2002). Esto sucede dado que, en estados de deficiencia de hierro, el 

objetivo de la célula es aumentar la captación del metal y disminuir su utilización o depósitos. Las IRP 

activas se unen a las secuencias IRE, aumentando la síntesis de RTf1 y DMT1 mientras que disminuyen 

la de ferritina. Inversamente, cuando los niveles de hierro son altos, el metal es utilizado o depositado 

y su incorporación debe ser disminuida. Las IRP se disocian de las IRE y, como consecuencia, el ARNm 

del RTf1 y DMT1 es degradado y la síntesis de ferritina aumenta (Perez et al. 2005). 

Una de las dos formas de FPN contiene un IRE en la región 5´, de esta forma cuando los niveles 

de hierro disminuyen IRP1/2 se unen al segmento IRE bloqueando la síntesis de FPN. Este mecanismo 

previene la depleción celular de hierro (Ganz y Nemeth 2012). Cuando el nivel intracelular de hierro 

aumenta como ocurre luego de la eritrofagocitosis y la degradación del grupo hemo en los 

macrófagos del sistema reticuloendotelial aumenta la traducción de ferroportina para exportar el 

hierro reciclado (Ganz y nemeth 2012).  

Zhang et al. (2009) identificaron una variante de corte alternativo que carece de región IRE en 5´ 

y se expresa fundamentalmente en células de la mucosa intestinal y en eritroblastos sugiriendo que 

este transcripto podría permitir el transporte de hierro y no ser regulado de manera 

postranscripcional por el hierro citosólico. Esta variante de corte alternativo que carece de la región 

5´IRE es un componente minoritario de la totalidad del ARNm de FPN en la mayoría de los tejidos sin 

embargo representa un 25% del total de FPN en duodeno y un 40% en médula ósea (Ganz y Nemeth 

2012). 
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Figura 18. Regulación postranscripcional de las proteínas del ciclo del hierro por el 

sistema IRE-IRP. Pérez et al. 2005 

Figura 17. Regulación postranscripcional de las proteínas del ciclo del hierro por el 

sistema IRE-IRP.  
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3.ERITROPOYETINA 

3.1 ESTRUCTURA MOLECULAR  

Eritropoyetina es una glicoproteína de 30,4 KDa, en los humanos el gen de EPO se localiza en el 

cromosoma 7 y codifica para una cadena polipeptidica de 193 aminoácidos (Sasaki et al. 2000, Maiese 

et al. 2005). La proteína madura está conformada por 165 aminoácidos (Figura 19).  

Una modificación post-traduccional genera un corte de 27 aminoácidos terminales y la acción de 

una carboxipeptidasa provoca la pérdida de la arginina C-terminal (residuo 166). A partir de estas dos 

modificaciones se obtiene una proteína de 165 aminoácidos que contiene dos puentes disulfuro, los 

cuales unen residuos de cisteína en posiciones 7-161 y 29-33. Cuatro cadenas de hidratos de carbono 

tres residuos N-glicosídicos unidos a N-asparaginas (residuos 24, 38 y 83) y un residuo O-glicosídico 

unido a O-serina (residuo 126) constituyen, aproximadamente, 40% de la masa molecular (Wen et al. 

1994). Las cadenas laterales están formadas por los monosacáridos manosa, galactosa, fucosa, N-

acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y ácido N-acetilneuramínico o siálico.  

El grado de glicosilación influye en diversos procesos biológicos, tales como reconocimiento 

celular, actividad, vida media y, además, favorece la solubilidad, minimiza la agregación y protege a 

la proteína de la degradación por radicales libres (Banks 2011).  

La hormona activa de 165 aminoácidos tiene una masa molecular de, aproximadamente, 34 kDa 

si esta glicosilada y 18,4 kDa si se excluyen los hidratos de carbono. Ésta hormona fue purificada de 

orina humana de pacientes anémicos en 1977 por Miyake et al. (1977) y su gen fue clonado ocho 

años más tarde (Jacobs et al. 1985), estos decubrimientos permitieron a la industria farmacéutica la 

obtención de la eritropoyetina recombinante (rHuEPO) para el uso terapéutico en pacientes 

anémicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Estructura de la Eritropoyetina.  Wen et al. 1994 
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3.2 ORIGEN Y FUNCIÓN 

Eritropoyetina (EPO) es el regulador principal de la eritropoyesis promoviendo la superviviencia, 

proliferación y maduración de los progenitores eritroides, regulando los estadios tardíos de 

maduración de las células progenitoras eritroides. En médula ósea el principal sitio de unión de EPO 

son las unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E) estimulándolas a proliferar y madurar de 

normoblastos a reticulocitos y a eritrocitos maduros (Figura 20) (Gregory y Eaves 1978; Lombardero 

et al. 2011).  

EPO es una hormona hematopoyética sintetizada fundamentalmente por el tejido renal, aunque 

en la vida fetal también es sintetizada por hepatocitos y las células de Ito (Maxwell et al. 1994). Las 

células peritubulares renales la producen en respuesta a la hipoxia para aumentar la masa eritroide 

y de esta forma suplir las demandas de oxígeno. En este sentido Obara et al. (2008) identificaron a 

las células de los capilares peritubulares como las células productoras de EPO y observaron que 

presentan una arborización similar a las neuronas con proyecciones multidireccionales. Koury et al. 

(1989) estimaron que entre el 20 y el 30% de las células intersticiales de la corteza interna son 

productoras de EPO mientras que en la corteza subcapsular menos del 10% son productoras de EPO.  

La expresión de EPO está estrictamente regulada por el desarrollo, de manera fisiológica y por 

mecanismos celulares para mantener la homeostasis de los glóbulos rojos. Durante la embriogénesis 

el hígado es el mayor sitio de síntesis de la eritropoyetina. En condiciones extremas de hipoxia o 

anemia puede reactivarse su síntesis hepática (Kapitsinou et al. 2010; Haase 2013). Se estima que en 

condiciones normales alrededor del 10% de la EPO circulante es de origen extrarenal. 

Sin embargo, se desconoce si la producción de esta citoquina por otros tejidos será suficiente 

para suplir las necesidades en estados de daño renal (Vittori et al. 2021). Esta citoquina se ha 

encontrado expresada en tejidos como bazo, pulmón, testículos, y endotelio (Anagnostou et al. 1990; 

Digicaylioglu et al. 1995; Marti et al. 1996).  

EPO presenta nuevas funciones fisiológicas en cerebro. Las células neuronales expresan el 

receptor de EPO (EPO-R) y también se ha descripto que los astrocitos son productores de EPO 

(Masuda et al. 1993; Morishita et al. 1997; Marti et al. 1996). 
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EPO y su receptor EPO-R, se expresan en muchos tejidos y exhibe diferentes efectos en células no 

hematopoyéticas. Se ha observado una potente actividad neuroprotectora de esta citoquina (Wang 

et al. 2004, Pregi et al. 2006). También, se han descripto efectos cardioprotectivos de EPO frente a la 

isquemia (Gao et al. 2007). Además, se han observado efectos anti apoptóticos, antiinflamatorios, 

angiogénesis, neurogénesis y regulación de la respuesta inmune (Figura 21) (Lombardero et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Regulación de la eritropoyesis mediada por EPO. Lombardero et al. 2011 

Figura 21. Funciones no eritropoyéticas mediadas por EPO. Lombardero et al. 2011 
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3.3 MECANISMO DE ACCIÓN 

Para llevar a cabo su función EPO se une a diversos receptores, los conocidos hasta el momento 

son el receptor clásico homodimérico (EPOR2), el receptor de EPO-β común heterodímero y el 

receptor transmembrana Ephrin tipo B4 (EphB4) (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cada molécula de EPO se une a dos receptores adyacentes de EPO (EPOR) también conocido 

como p66 que consiste en un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio 

intracelular, y activan una cascada de señalización intracelular cuyo mensaje deriva en la 

proliferación, supervivencia y diferenciación de los precursores eritroides (Lappin 2003).   

Además, existe una isoforma soluble del receptor clásico de EPO, que carece de la porción 

transmembrana y citoplasmática por splicing alternativo; de esta manera el receptor soluble de EPO 

regula negativamente la unión de EPO al EPOR y ha sido detectada en cerebro de ratón. En contraste 

con el EPOR este receptor soluble es regulado negativamente por hipoxia (Soliz et al. 2007). 

La dimerización resultante del EPOR activa a un receptor asociado a tirosina kinasa (Jak2) por 

transfosforilación.  

En consecuencia, los 8 residuos tirosina del EPOR son fosforilados y activan a STAT5, que de esta 

forma trasloca al núcleo. Por este mecanismo reconoce una secuencia específica en el promotor de 

los genes blanco y así comienza la transcripción de los genes eritroides (Figura 23).  

Figura 22. Receptores de eritropoyetina. Vittori et al. 2021 
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La activación del EPOR por la unión de EPO, que es esencial para poner de manifiesto su función 

hematopoyética y antiapoptótica, es transitoria ya que las fosfatasas desfosforilan a Jak2 e inactivan 

al EPOR (Yoshimura y Arai 1996; Rossert y Eckardt 2005).  

Mecanismos como la internalización y degradación del EPOR mediada por proteosoma, así como 

la finalización de señales intracelulares por la activación de fosfatasas, contribuyen a modular la 

respuesta de EPO. Wenker et al. (2010) demostraron que podría estar involucrada en la regulación 

mediada por EPO la vía regulatoria de fosfatidil inositol trifosfato (PI3K) /Akt.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se ha reportado que además de células eritroides medulares, otros tejidos también expresan el 

EPOR como neuronas, páncreas, riñón, hígado, pulmón y corazón, aunque su función no es 

Figura 23. Vías de señalización de Eritropoyetina. Vittori et al. 2021 
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totalmente conocida en estos órganos (Anagnostou et al 1994; Masuda et al. 1993; Fenjves et al. 

2003). 

En tejidos no eritroides la unión de EPO es mediada por un receptor de EPO heterodímero 

(monómero del EPOR y una subunidad citoquina β común (C 131)) que pertenece a la subfamilia 

compartida por receptores para GM-CSF, IL-3 e IL-5 (Leist et al. 2004). Debido a su participación en 

la protección endógena frente a la inflamación e injuria tisular algunos autores hacen referencia a 

este receptor EpoR/ßcR como el receptor de la reparación innata (IRR) (Heij et al. 2012). 

El receptor de EPO EphB4 media la vía de señalización inducida por EPO vía STAT3 y promueve 

el crecimiento tumoral y su progresión (Pradeep et al. 2015).  Por otro lado, también se ha reportado 

que la señalización de Ephrin/Eph induce la formación de sinapsis, así como también la neurogénesis 

favoreciendo la generación de la memoria (Ashton et al. 2012; Dines et al. 2015). 

En los últimos años se le han atribuido otras propiedades a esta citoquina como sus 

características antiapoptóticas en células neuronales frente a diferentes agentes tóxicos (Pregi et 

al.2006; Wenker et al. 2010) y también su efecto cardioprotector entre otros. 

EPO, hormona protectora con función pleiotrópica, podría prevenir la apoptosis celular en 

estados de deficiencia de oxígeno o en exposiciones a agentes tóxicos o a ROS (Maiese et al. 2008).  

A partir de estos antecedentes nos planteamos evaluar la función protectora de EPO en células 

neuronales y en diferentes tejidos frente a estados de desbalance de hierro estudiando la toxicidad 

ocasionada por exceso de hierro sobre la expresión de las proteínas clave del ciclo del hierro.  

3.4 REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE ERITROPOYETINA 

Las células productoras de EPO responden a la disminución de la presión parcial de oxígeno 

sensada por los factores inducibles por hipoxia (HIFs). Existen 3 homólogos de HIF, (HIF-1α, HIF-2α, 

HIF-3α) que forman dímeros con HIF-1ß (Kaelinand Ratcliffe, 2008). EPO responde a HIF-2α que 

contiene un elemento de respuesta al hierro en la región  ’UTR y se ha observado que limitaría su 

expresión durante la deficiencia de hierro (Rankin et al. 2007, Sanchez et al. 2007). 

En condiciones fisiológicas con niveles normales de oxígeno HIF-α se expresa de forma 

constitutiva y es hidroxilado en residuos prolyl por las prolyl hidroxilasas (PHD), generando un sitio 

de unión para la proteína supresora de tumores von Hippel-Lindau (pVHL), un componente del 

complejo ubiquitina-ligasa (Figura 23). Por lo tanto, mientras exista oxígeno disponible, HIF-α es 

poliubiquitinado y sujeto a la degradación proteosomal.  
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De forma contraria en situaciones de hipoxia, pVHL no puede unirse a HIF-α quien se acumula y 

heterodimeriza con un miembro de la familia de HIF-β y trasloca al núcleo. Allí recluta al 

coactivador p300 formando un complejo que se une a elementos de respuesta a la hipoxia (HREs). 

Este complejo transcripcional activa entre 100 y 200 genes incluyendo los involucrados en la 

eritropoyesis, angiogénesis y autofagia (Kaelin y Ratcliffe 2008) (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Síntesis de EPO. Patnaik y Tefferi (2009) 
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1.MODELO ANIMAL 

1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION 

 
El ratón (Mus musculus) de laboratorio es el modelo biológico de excelencia utilizado en estudios 

científicos dado que el humano y el ratón comparten el 99% de su genoma (30.000 genes); siendo 

el 1% restante (300 genes) propios de cada especie (Mouse Genome Sequencing Consortium 2002). 

El ratón es utilizado para estudiar enfermedades que afectan a humanos desde el nivel celular hasta 

su manifestación clínica. 

1.1.1 CEPA ANIMAL 

 

En este trabajo se utilizaron ratones hembras de 3 meses de edad de la cepa CF1, con un peso 

de 30 ± 5 gr, criados y mantenidos en el bioterio de la Universidad Nacional del Sur. 

Para fundar una cepa se necesitan por lo menos veinte generaciones de apareamientos entre 

hermanos. Este proceso conduce a la pérdida de variabilidad genética, a coeficientes de endocría 

prácticamente iguales a uno y estabilidad fenotípica (Oyarzabal 2011). 

1.1.2 PRINCIPIO DE LAS TRES R: NÚMERO DE ANIMALES A UTILIZAR 

 

Con el fin de seguir el principio de las tres R de la experimentación humanizada con los 

animales, propuesta por William Russell y Rex Burch (1959): Reducir, Reemplazar y Refinar el uso 

de animales de experimentación el número de animales a utilizar se determinó mediante el cálculo 

del mínimo número necesario utilizando el método de la ecuación recursiva propuesto calculando 

el E residual (X) 

 

 

 

En donde N es el número total de observaciones; T es el número de tratamientos; B es el número 

de bloques; X es el E residual. El E residual se debe encontrar entre 10 y 20 (Festing 2006). 

Concluimos que utilizando 20 ratones en el modelo experimental (5 ratones por grupo), el error 

residual del experimento se encuentra entre 10 y 20. Por lo tanto, 20 es el mínimo número de 

ratones a utilizar para obtener resultados con relevancia estadística. 

X= N-T-B+1 

X= (5*4)-4-5+1 

X= 12 
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1.1.3 CONDICIONES DE BIENESTAR ANIMAL 

 

Los animales fueron obtenidos, criados y mantenidos en el bioterio de la Universidad Nacional 

del Sur durante toda la experiencia hasta el sacrificio. Los animales fueron distribuidos de a 4 

ratones por jaula, uno de cada condición y diferenciados con marcas de ácido pícrico en el pelaje 

según el siguiente código: 

 

 

 

 

Las marcas fueron reforzadas cada dos días. 

Las cinco (5) jaulas se distribuyeron en el mismo estante para que todos los animales tengan 

la misma exposición a la luz y las mismas condiciones ambientales. La temperatura ideal debe 

mantener la termoneutralidad animal y no alcanzar temperaturas extremas, para roedores se 

mantuvo controlada entre 20 a 26°C y la humedad relativa entre 35 y 70 % (López Gómez 2005). 

Las habitaciones tuvieron un ciclo artificial de doce horas de iluminación y doce horas de 

oscuridad, siempre en el mismo horario.  

Todos los animales tuvieron acceso libre al agua y a la comida “ad libitum” de acuerdo a las 

condiciones de la guía de Cuidado y Uso de animales de laboratorio del NIH (Committee on Care 

and Use of Laboratory Animals, 1976). Los ratones se alimentaron con una dieta estándar de 

mantenimiento y calidad certificada (Ganave ratas y ratones, Alimentos Pilar SA, Argentina) que 

contiene cantidades normales de hierro, 270 ppm.   

Las jaulas utilizadas fueron jaulas de plástico de policarbonato, claro y autoclavable, con piso 

y paredes sólidas y la cama (viruta de madera absorbente irradiada) se removió cada 24 horas 

observando el estado de los animales. 

1.1.4 APROBACIÓN ÉTICA 

 

Previo a dar inicio al estudio y desarrollo del modelo animal, el protocolo experimental de 

trabajo fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de 

Experimentación de la Universidad Nacional del Sur (Resolución CDBByF número 397/18 número 

de protocolo 133/2018). Los procedimientos se realizaron de acuerdo a la Guía para el Cuidado y 

        Sin marca: Control 

Una marca: Sobrecarga de Hierro 

Dos marcas: EPO 

Tres marcas: Sobrecarga de Hierro + EPO 
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Uso de Animales de Laboratorio del NIH (Committee on Care and Use of Laboratory Animals, 

1976). 

1.2 DESARROLLO DEL MODELO ANIMAL 

1.2.1 TRATAMIENTO 

El modelo animal que desarrollamos fue de sobrecarga de hierro inducido con inyecciones 

intraperitoneales de hierro sacarato (hierro coloidal) de acuerdo a estudios previos en nuestro 

laboratorio (Giorgi y Roque 2014). 

Luego de establecida la sobrecarga se estimuló la eritropoyesis con inyecciones de 

eritropoyetina humana recombinante (rHuEPO) para observar su efecto sobre el exceso de 

hierro y su acción sobre las proteínas del ciclo del hierro.  

Los ratones fueron divididos en 4 grupos de acuerdo a su peso.  

• Grupo Control: recibió dosis ip. de solución fisiológica,  

• Grupo Sobrecarga de Hierro: recibió dosis ip. de 500 µL de hierro sacarato en una dosis de 466 

mg/kg de peso los días 0, 4, 8 y 12 de la experiencia, 

• Grupo EPO: recibió dosis ip. de EPO los días 17, 18 y 19 de la experiencia en una dosis total de 

20000 UI/Kg de peso distribuidas en 3 inyecciones de 200 UI por inyección en 140 µL de acuerdo 

a bibliografía consultada (Pak et al 2006),  

• Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO: recibió ambos tratamientos como se muestra en el esquema 

1. 
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Esquema 1. Tratamientos con hierro sacarato y eritropoyetina en el modelo animal. 
 

1.2.2 VÍA DE ADMINISTRACIÓN DEL TRATAMIENTO 

 

Para administrar el tratamiento (Fe sacarato, EPO y/o solución fisiológica) se utilizaron 

jeringas y agujas de calibre 25 –27 G ½ a 1 pulgada, de bisel pequeño.  

El ratón se sujetó con una mano inmovilizando la pata izquierda, con una inclinación craneal 

desplazando las vísceras. Posteriormente se insertó la aguja en el cuadrante izquierdo inferior del 

abdomen, luego se llevó hacia arriba en dirección craneal para introducirla en la cavidad 

peritoneal, levantando la aguja en contra de la pared abdominal paralela a la columna vertebral 

para evitar lesiones en el intestino (Figura 1).  

Una rápida administración del fluido puede causar daños en el tejido y hemorragia debido a 

la presión interna (Guía de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratón Centro Nacional 

de Productos Biológicos Instituto Nacional de Salud LIMA, 2008). 

 

 

 

 

 

 

Sobrecarga de 

hierro y 

eritropoyetina 0 8 204 12 Días17 18 19

Sobrecarga de 

hierro
0 8 204 12 Días17 18 19

Eritropoyetinaa

0 8 204 12 Días17 18 19

rControl

0 8 204 12 Días17 18 19

500μl Fe-Sacarato 200 UI EPO

Solución Fisiológica 
(PS)500μl Fe-Sacarato

500μl SF 200 UI EPO

500μl SF SF
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1.2.3 SEGUIMIENTO Y CONTROL 

 

Los animales fueron distribuidos en cinco (5) jaulas de acuerdo al peso (30 ± 5 gr), los mismos 

fueron supervisados a diario evaluando su comportamiento individual y grupal.   

1.2.4 VÍA DE EXTRACCIÓN SANGUÍNEA 

 

La extracción sanguínea se realizó del plexo submandibular, dado que este método de 

extracción es rápido y no produce estrés, pánico ni disconfort en el animal y puede ser realizado 

sin anestesia y es menos agresiva que la técnica en desuso de punción retroorbital (Fernández et 

al. 2010). Para ello el ratón se sujeta firmemente alineando su cabeza con el cuerpo, y se 

comprimen ligeramente los vasos del cuello del lado opuesto al de la punción. Posteriormente se 

localiza el sitio de punción, una pequeña zona circular desprovista de pelo ubicada en el centro de 

la mandíbula inferior. Se inclina dorsalmente 1-2 mm la aguja de 21 G, siendo la profundidad 

óptima de punción de 2-3 mm. La gota de sangre que emana se recoge en un eppendorf con 

anticoagulante (Figura 2).  

Figura 1. Vía de administración de sustancias intraperitoneal. 
Imagen obtenida por la cátedra de Fisiología Humana, UNS año 2016. 
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        Figura 2.  Método de extracción sanguínea del plexo submandibular. (Golde et al. 2005) 

1.3 ENSAYOS HEMATOLOGICOS 

 

Con las muestras de sangre de ratón se procedió a realizar los estudios hematológicos 

correspondientes. 

1.3.1 FÓRMULA LEUCOCITARIA 

 

Para realizar la fórmula se colocó una gota de sangre sobre un portaobjetos y se obtuvo el 

extendido sanguíneo que se coloreó con la tinción de May Grünwald-Giemsa utilizando colorante 

de May Grünwald durante 3 minutos al que se le agregó luego un estabilizador a pH 7,2 durante 

1 minuto para que el colorante precipite y coloree estructuras ácidas. Posteriormente a un lavado 

con agua corriente se incubó con el colorante Giemsa al 10% en estabilizador durante 12 minutos 

que coloreó estructuras básicas. Con el microscopio óptico con aumento de 1000X se diferencian 

los glóbulos blancos en polimorfonucleares y mononucleares hasta contar 100 células totales.  

La fórmula leucocitaria relativa de referencia para el ratón es de polimorfonucleares 15-25% 

y 75-85% de mononucleares. También se observó la forma y coloración de la serie eritrocitaria. 

1.3.2 HEMOGLOBINA 

 

Se utilizó el método colorimétrico de la cianometahemoglobina que consiste en incubar la muestra 

de sangre con el reactivo de Drabkin (Wiener kit Argentina) que contiene un surfactante para lisar 
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los glóbulos rojos, ferrocianuro de potasio que oxida el hierro ferroso de la hemoglobina a hierro 

férrico para transformarla en metahemoglobina y ferrocianuro férrico que convierte la 

metahemoglobina a cianometahemoglobina, un compuesto coloreado a pH 7,2. Posteriormente, se  

midió la absorbancia a 560 nM.  

La determinación se realizó por duplicado para cada ratón. Para calcular la concentración de 

hemoglobina se tiene en cuenta la absorbancia obtenida de un testigo provisto por el kit de 

concentración conocida. Intervalo de referencia en ratón: 13,0 – 15,0 g/dL.   

1.3.3 HEMATOCRITO 

 

El hematocrito (HCT) se define como la relación entre el volumen de glóbulos rojos y el volumen 

de sangre total. Se expresa como porcentaje o como fracción decimal. Para la determinación del 

hematocrito se realizó el método del microhematocrito que utiliza volúmenes pequeños de sangre y 

permite valorar el hematocrito de forma directa.  

La sangre se colocó en capilares heparinizados, dos por ratón, que se cargan por capilaridad hasta 

las ¾ partes de su longitud, uno de sus extremos se obturó con plastilina y posteriormente se 

centrifugaron en microcentrífuga 5 minutos a 2000 g. Finalmente el valor del hematocrito se 

determinó mediante el uso de un ábaco o midiendo con regla la columna de glóbulos rojos y la 

columna de sangre total, expresando el resultado en %. Intervalo de referencia en ratón: 42-50 %.  

1.3.4 HIERRO PLASMÁTICO 

 

El hierro circula unido a la proteína de transporte Transferrina donde sólo el 30% se halla 

saturada con hierro en estados de adecuado hierro (Pérez et al. 2005). En estados de exceso del 

biometal el 70 % restante puede captar el exceso de hierro libre evitando su toxicidad, dado que libre 

es altamente tóxico para las células. Cuando la capacidad de saturación 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). 

Para su cuantificación el hierro se debe separar de la transferrina que lo transporta y 

posteriormente reducirse a hierro en estado ferroso. Esto se logra mediante la utilización de ácido 

ascórbico y ácido cítrico presentes en el kit comercial. Sin embargo, en estados de exceso la 

transferrina se satura y se cuantifica el hierro unido y no unido a transferrina.   
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La sangre se centrifugó en capilares heparinizados para separar el plasma y cuantificar el 

contenido de hierro circulante que se encuentra unido a la proteína de transporte transferrina. Para 

esta determinación se utilizó un kit comercial, FerColor kit Wiener lab,  200 µL  de plasma se incubaron 

con 1 mL de reactivo A que contiene ácido cítrico para separar el hierro unido a la transferrina y ácido 

ascórbico que reduce el hierro en estado férrico a hierro ferroso, posteriormente se midió la 

absorbancia a 560 nM, y luego se agregaron 200 µL de reactivo B, reactivo de color ferene, para formar 

un compuesto coloreado cuya absorbancia se lee a 560 nM, y es estable durante 30 minutos. La 

determinación se realizó por duplicado para cada muestra sanguínea. La absorbancia leída es 

directamente proporcional a la cantidad de hierro presente en la muestra. 

 

1.3.5 RECUENTO DE RETICULOCITOS 

 

El recuento reticulocitario se realizó a partir de las muestras sanguíneas incubando volúmenes 

iguales de sangre entera anticoagulada y colorante supravital azul brillante de cresilo, que precipita 

el ARN polirribosomal presente en el citoplasma de los reticulocitos, mientras que los eritrocitos 

maduros se tiñen de color verdoso. Los restos de ARN se observan como un precipitado azul reticular. 

Pueden observarse diferentes grados de abundancia y tamaño del precipitado dependiendo del 

grado de maduración del reticulocito. La mezcla se incubó durante 30 minutos y luego se realizaron 

extendidos sobre portaobjetos.  

Los reticulocitos se visualizaron en microscopio óptico con aumento de 1000X y se contabilizaron 

1000 células totales entre glóbulos rojos maduros y reticulocitos en campos elegidos al azar. El 

intervalo de referencia de ratón es de 0-4%. 

1.4 SACRIFICIO Y EXTRACCIÓN DE ÓRGANOS 

1.4.1 MÉTODO DE SACRIFICIO 

El día 20 de la experiencia, luego de evaluar el comportamiento animal, los ratones fueron 

sacrificados posteriormente a la extracción sanguínea. 

El método de eutanasia elegido fue el de dislocación cervical ya que origina menos sufrimiento 

animal y es rápido. Para ello se sujeta y se agarra la base de la cola del animal; de una sola vez, de 

forma rápida y con decisión se sujeta la base del cráneo con una varilla para que se separen las 

vértebras cervicales del cerebro conduciendo a la muerte animal. 
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Para corroborar la muerte del animal se verifica la ausencia de ventilación pulmonar, latido 

cardíaco, ausencia de reflejos, midriasis, cianosis de las mucosas y pérdida del control de esfínteres.  

1.4.2 EXTRACCIÓN DE ÓRGANOS 

 

Rápidamente luego del sacrificio animal se realizó la necropsia y obtención de tejidos. Cada ratón 

se colocó en posición decúbito dorsal sobre una plancha de telgopor, sujetándolo por sus 

extremidades con agujas.  

Se decontaminó la zona a realizar la incisión con abundante alcohol y luego, se realizó un corte en 

la piel en la región abdominal hasta el mentón junto con un segundo y tercer corte para formar una 

Y invertida desde el primero hacia las extremidades inferiores del animal. Con la cavidad abierta, se 

ingresó al tejido hepático por una vena de gran calibre y se realizó el lavado hepático con solución 

fisiológica cortando la vena esplénica para extraer el gran volumen de sangre del hígado y evitar la 

presencia de glóbulos rojos, hasta que adquirió una coloración parda. Luego se extrajeron los 

órganos de estudio: hígado, bazo, duodeno, riñón, pulmón, páncreas, corazón y cerebro mediante 

la apertura del cráneo realizando una incisión sobre la cabeza.  

     Posteriormente los órganos se fijan en formaldehido para evitar la autolisis y producir la fijación 

tisular. Los trozos de tejidos destinados a técnicas histológicas se fijaron durante 24 h en 

formaldehido a 4°C, mientras que los trozos de tejidos para la cuantificación de hierro tisular se 

colocaron a -20°C. 

1.4.2.1 OBTENCIÓN DE REGIONES CEREBRALES 

Luego de abrir el cráneo del animal y extraer el cerebro completo se colocó sobre placa de vidrio 

localizando el bulbo olfatorio y el cerebelo (Figura 3). El cerebro se cortó en 4 regiones con cuchillas 

de micrótomo siguiendo el Atlas de Histología para ratones de acuerdo a las zonas de interés 

predominantes en cada región (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, Second Edition) según 

las siguientes identificaciones:  

Zona 1 (C1): predominancia del estriado 

Zona 2 (C2): corteza, hipocampo, hipotálamo y tálamo  

Zona 3 (C3): sustancia negra  

Zona 4 (C4): cerebelo y médula espinal  

 

 

 

Cerebelo 

Figura 3. Cerebro de 
ratón cepa CF1. 
Extraído en el 
Laboratorio de 
Fisiología Humana-
UNS año 2016. 
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Esquema 2. Corte de secciones de cerebro. Figure on ResearchGate. 

1.5 TÉCNICAS HISTOLÓGICAS 

Los tejidos extraídos fueron fijados en formaldehido durante 24 h a 4°C, este fijador es utilizado 

debido a su rápida penetración, bajo costo, fácil preparación y adecuada conservación de estructuras 

tisulares e intracitoplasmáticas. El formaldehído reacciona con los aminoácidos básicos formando 

uniones cruzadas de puentes de metileno. Utilizando este fijador se rompen los enlaces débiles, se 

forman enlaces covalentes y los átomos de hidrógeno son reemplazados por el fijador. El fijador 

contiene formalina (formaldehido al 37-40% p/v) y un buffer para mantener el pH de la solución. 

Luego de ser fijados, los tejidos fueron embebidos en diferentes solventes para ser 

deshidratados, aclarados e incluidos en parafina y poder formar los tacos histológicos para ser 

cortados en micrótomo. El procedimiento se llevó a cabo utilizando un procesador de tejidos Microm 

STP 120 Thermo scientific. 

 

C4 C3 C2 C1 
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1.5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Los tejidos fijados en formaldehido durante 24 h se lavan con agua corriente durante 5 minutos. 

Luego se colocan en soluciones de alcohol de graduación creciente para producir la deshidratación 

del tejido y así permitir la penetración de la parafina que es hidrofóbica, dado que el fijador en el 

que se encontraban es acuoso e impide su penetración, para ello se incuban primero con alcohol 

50% durante 30 minutos.  

Posteriormente se escurren y pasan a una solución de alcohol 96% durante 2 h, luego a una 

solución de alcohol 100% durante 1 h, la solución de alcohol 100 fue removida y renovada a los 30 

minutos.  

El paso siguiente es la aclaración en tolueno durante 1 hora y finalmente se incluye en parafina 

durante 2 h para entacar en anillos histológicos. 

1.5.2 CORTE EN MICRÓTOMO 

Posteriormente a la obtención de los tacos histológicos se procedió al corte en micrótomo 

rotatorio tipo Minot (Leica), se obtuvieron finas secciones de 0,5 µM de espesor de cada tejido a 

estudiar para realizar tinciones histológicas y técnicas de inmunohistoquímica. Para cada estudio 

se cortaron 3 tacos de tejidos de cada condición (3 ratones diferentes). 

1.5.3 IDENTIFICACIÓN DE ÁREAS CEREBRALES 

Las áreas cerebrales se identificaron al microscopio óptico en cada sección siguiendo el atlas de 

histología para ratones (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, Second Edition) utilizando 

la tinción de hematoxilina y eosina.  

 

      

 

 

 

                        

 
Esquema 3. Áreas cerebrales.  
Obtenidas del atlas de histología para ratones (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, Second Edition) y 
tinción con hematoxilina y eosina BrainDNAGeneticsNeuroscienceUCSD by University of California - San 
Diego november 14, 2021 

https://scitechdaily.com/tag/brain/
https://scitechdaily.com/tag/dna/
https://scitechdaily.com/tag/genetics/
https://scitechdaily.com/tag/neuroscience/
https://scitechdaily.com/tag/ucsd/
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1.5.4 IDENTIFICACIÓN DE SEGMENTOS RENALES   

El tejido cortical renal contiene numerosas estructuras tubulares. En los estudios 

inmunohistoquímicos realizados en riñón se establece un criterio para la caracterización e 

identificación de los diferentes segmentos del túbulo proximal, debido a que las proteínas evaluadas 

presentan alta expresión en esta porción de la nefrona. En primer lugar, se tuvo en cuenta que los 

túbulos proximales son muy abundantes en la corteza renal y que poseen epitelio cúbico con un 

lumen angosto (Esquema 4).  

Luego de la identificación de los túbulos proximales, los diferentes segmentos de estos túbulos se 

caracterizan e identifican empleando un criterio de clasificación que se basa en la localización 

diferencial y en las características estructurales específicas que posee cada segmento (Wolff et al. 

2011; Veuthey et al. 2008): 

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

- Los segmentos S3 se encuentran en el límite de la corteza, muy cercanos a la región externa de 

la médula externa; 

- El lumen de los segmentos S1 y S3 es más angosto que el de los segmentos S2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              Esquema 4. Estructuras tubulares renales 

 

1.5.5 TINCIÓN DE HEMOTOXILINA Y EOSINA 

Antes de comenzar con las técnicas de inmunohistoquímica se realizó la tinción de hematoxilina y 

eosina a cada tejido para observar claramente la histología propia de cada uno. En los tejidos teñidos 
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con la técnica de H y E, los ácidos nucleicos se tiñen de un color azul oscuro y las proteínas de rosado 

a anaranjado (Cardiff et al. 2014). 

1.5.5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

     Cardiff y colaboradores (2014) describen el protocolo para la tinción de hematoxilina y eosina en 

secciones de tejido de ratón. 

Los vidrios con los cortes en parafina se colocan en cajas histológicas y la parafina se retira 

utilizando xileno durante 20 minutos. Las muestras se hidrataron previo a la coloración; para ello 

los cortes se colocaron en alcohol 100% durante 5 minutos y luego se transfirieron a alcohol 96% 

durante 5 minutos. Finalmente se colocaron en alcohol 70% o 50% durante 5 minutos previo al 

agua destilada durante 2 minutos. Las muestras se colocaron en una solución de hematoxilina por 3 

minutos y bajo agua corriente a pH básico a temperatura ambiente durante 5 minutos.  

Posteriormente las muestras se colocan en una solución de eosina por 2 minutos y finalmente se 

deshidratan en alcoholes de graduación creciente durante 2 minutos cada uno para terminar en 

xileno durante 2 minutos, para luego colocarles el cubreobjetos por encima utilizando bálsamo de 

Canadá como medio de montaje. La tinción se observa bajo microscopio óptico. 

1.5.6 TINCIÓN DE PERLS ANALISIS CUALITATIVO DEL NIVEL DE HIERRO TISULAR 

 
El hierro en exceso se acumula en las células, sobre todo en los macrófagos en forma de 

hemosiderina, un derivado de la ferritina. La hemosiderina es un pigmento de color amarillo pardo 

que contiene hierro en forma de hidróxido férrico y aparece como acúmulos o granulaciones 

intracelulares (García del Moral 1993). La hemosiderina puede colorearse mediante la técnica del 

azul de Perl´s por contener Fe3+ libre (Perls 1867). 

1.5.6.1 FUNDAMENTO DEL MÉTODO 

El hierro depositado en forma de hemosiderina se libera por acción del ácido clorhídrico y 

reacciona con ferrocianuro potásico para dar ferrocianuro férrico. Esta técnica pone en evidencia la 

presencia de complejos insolubles de hierro por la formación de un precipitado coloreado, azul de 

Prusia (Crudo et al. 2016). Esta técnica histoquímica permite detectar el hierro no unido a proteínas. 

La intensidad de coloración es únicamente un parámetro cualitativo y permite realizar una 

semicuantificación para evaluar el contenido de hierro en forma de depósitos. 
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1.5.6.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Los portaobjetos con los cortes de tejido se colocan 20 minutos en xileno para desparafinizar. 

Posteriormente los tejidos se hidratan en soluciones de alcohol de graduación decreciente durante 

10 minutos cada uno pasando por alcohol 100%, 96% y finalmente alcohol 50% antes de colocarlo en 

agua destilada durante 2 minutos. 

Se coloca ferrocianuro férrico durante 4 minutos sobre cada corte de tejido para acelerar la 

reacción y luego se incuba durante 15 minutos con la solución de trabajo que contiene partes iguales 

de ferrocianuro férrico 10% y ácido clorhídrico 2%.  

Pasado este tiempo se lava con agua destilada y luego se incuba con rojo nuclear 1% previamente 

filtrado durante 1 minuto y 30 segundos. Se enjuaga con agua destilada y se incuba con soluciones 

de alcohol de graduación creciente hasta llegar al xileno para proceder al montaje utilizando bálsamo 

de Canadá como medio de montaje. 

1.5.7 TINCIÓN DE PERLS MODIFICADA 

Para los tejidos que contienen bajo contenido de hierro depositado se utilizó una técnica más 

sensible para su visualización. El protocolo se llevó a cabo para los segmentos encefálicos.  

Es un método simple y sensible para la visualización de hierro férrico. Nguyen-Legros y 

colaboradores (1980) desarrollaron una nueva reacción para la demostración histoquímica de hierro 

exógeno.  

1.5.7.1 FUNDAMENTO DEL MÉTODO 

El método consiste en la conversión del hierro a azul de Prusia que actúa luego como un 

catalizador para la oxidación de la diaminobenzidina por el peróxido de hidrógeno. 

Posteriormente la diaminobenzidina oxidada precipita por polimerización y produce un 

compuesto coloreado insoluble de color marrón. Esta reacción tiene mayor sensibilidad y contraste 

que la reacción clásica de Perls (N-guyen-Legros et al. 1980). 

1.5.7.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Los cortes de tejido se colocan 20 minutos en xileno para desparafinizar. Posteriormente los 

tejidos se hidratan en soluciones de alcohol de graduación decreciente durante 10 minutos cada 

uno pasando por alcohol 100%, luego alcohol 96% y finalmente alcohol 50% antes de colocarlo en 

agua destilada durante 2 minutos. 
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Se coloca ferrocianuro férrico durante 4 minutos sobre cada corte de tejido y luego se incuba 

durante 15 minutos con la solución de trabajo que contiene partes iguales de ferrocianuro férrico 

10% y ácido clorhídrico 2%. 

Luego se bloquea la peroxidasa endógena haciendo dos lavados de 8 minutos cada uno con 

peróxido de hidrógeno 3%. Finalmente se agregan 50 μL del revelador preparado en buffer que 

contiene el sustrato H2O2 y el cromógeno DAB (3,3´diaminobenzidina), preparado siguiendo las 

instrucciones del kit (Cell Marque).  

Luego se lava con agua destilada y se contrastan los núcleos celulares con hematoxilina durante 

3 minutos y se colocan en agua corriente durante 5 minutos para producir el viraje del colorante. 

Luego de la deshidratación en alcoholes de graduación creciente durante 2 minutos cada uno, los 

cortes se montan utilizando bálsamo de Canadá como medio de montaje. 

1.6 CUANTIFICACIÓN DE HIERRO TISULAR 

 
Los tejidos fueron mantenidos a -20 °C luego de su disección para la posterior cuantificación de 

hierro tisular. Un corte de cada órgano de cada ratón (corazón, hígado, riñón, pulmón, bazo, 

páncreas, cerebelo y estriado), se secó en estufa durante 8 horas a 105°C.  

Luego, se realizó la digestión ácida de cada tejido con Ácido Nítrico 35% a 70˚C. Posteriormente, 

se realizó la determinación colorimétrica adaptando el kit comercial para la determinación de hierro 

plasmático a la determinación de hierro tisular.  

El método consiste en la liberación del Fe3+ en medio ácido y su posterior reducción a Fe2+ en 

presencia de un agente reductor, el ácido ascórbico. Seguidamente reacciona con el reactivo de color, 

ferene, dando un complejo color azul que se mide a 560 nm (Fer-color, Wiener lab). 

Se corrigen las lecturas con sus blancos correspondientes y se calcula la concentración de hierro 

en las muestras de tejido seco.  

1.7 TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS 

 

La inmunohistoquímica es la técnica que permite la identificación selectiva de sustancias en 

tejidos, su localización y cuantía, tiene por objetivo la identificación de componentes biomoleculares 

presentes en los tejidos por medio de reacciones antígeno-anticuerpo realizadas in situ (Mas Degano 

y Llompart Ferrer 1993). 
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1.7.1 FUNDAMENTO DEL MÉTODO 

Esta técnica permite visualizar antígenos tisulares a través de la reacción específica antígeno-

anticuerpo. El sitio de la reacción antígeno-anticuerpo se visualiza añadiendo el sustrato de la enzima 

a la que se acopla el anticuerpo, unido a un cromógeno. El producto originado, por acción de la 

enzima sobre el sustrato, interacciona con el cromógeno y origina un compuesto coloreado. En 

nuestro caso utilizamos la enzima peroxidasa de rábano y el complejo coloreado se observa de color 

marrón al reaccionar con su sustrato. 

En nuestros estudios se realizó el método indirecto de detección, en el cual el anticuerpo 

primario se une con el antígeno de interés y se detecta, utilizando un anticuerpo secundario acoplado 

a la enzima peroxidasa dirigido contra el anticuerpo primario. La localización del antígeno de interés 

se revela mediante el agregado de la solución que contiene el sustrato de la enzima y su cromógeno 

generando el compuesto coloreado de color marrón, y la posterior observación al microscopio 

óptico.  

1.7.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Los portaobjetos con los cortes de tejido, 3 por cada condición se ubican en cajas de 

procesamiento histológico y se colocan 20 minutos en xileno para desparafinizar. Posteriormente 

los tejidos se hidratan en soluciones de alcohol de graduación decreciente durante 10 minutos cada 

uno pasando por alcohol 100%, luego alcohol 96% y finalmente alcohol 50% antes de colocarlo en 

PBS 2 minutos.  

Luego se incuba con peróxido de hidrógeno 3%, sustrato de la enzima peroxidasa para bloquear 

la peroxidasa endógena del tejido y evitar interferencias, el tiempo de los 2/3 ciclos dependió de 

cada tejido de acuerdo a la cantidad de glóbulos rojos presentes en cada uno. Se lava con PBS 

durante 2 minutos y se incubó con BSA 1% en PBS para bloquear los sitios de unión inespecífica del 

anticuerpo, para el tejido cerebral se bloqueó con suero de cabra 10% en PBS durante 1 h en lugar 

de BSA. Finalmente se coloca el anticuerpo primario en la dilución adecuada y se incuba toda la 

noche a 4°C en cámara húmeda. Posteriormente se lava 5 minutos en PBS y se incuba con el 

anticuerpo secundario durante 1 h a temperatura ambiente. 

Luego se lava con PBS y se revela al microscopio óptico determinando el tiempo de revelado 

que fue diferente para cada tejido y anticuerpo. Para ello se agregan 50 μL del revelador preparado 

en buffer que contiene el sustrato H2O2 y el cromógeno DAB (3,3´diaminobenzidina), preparado 

siguiendo las instrucciones del kit (Cell Marque). 
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Debido a la gran cantidad de hierro presente en los tejidos en estudio, dado que dos de las 

condiciones a estudiar presentan sobrecarga de hierro, se procedió a realizar la técnica de doble 

tinción desarrollada en nuestro laboratorio que se lleva a cabo acoplando la inmunohistoquímica-

DAB con la tinción de Perl´s. De esta forma, el hierro presente en forma de hemosiderina se 

visualizará de color azul y no marrón para evitar que se superponga con la marcación de la proteína 

de interés.  

Para contrastar los núcleos celulares se utilizó rojo nuclear y en el caso de cerebro se utilizó 

hematoxilina. 

1.7.3 ESPECIFICIDAD TISULAR DE LAS TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS ANTICUERPOS: TIEMPO 

DE REVELADO 

 

TEJIDO Bloqueo con 

H2O2 

Ac 1rio dilución Tiempo de 

revelado 

CORAZÓN 2 ciclos de 22´ 

cada uno. 

DMT1 

ZIP14 

Prohepcidina 

L-ferritina 

1/80 

1/400 

1/500 

1/500 

2´ 

3´ 

2´ 

2´ 

PULMÓN 3 ciclos de 15´ 

cada uno. 

DMT1 

ZIP14 

Prohepcidina 

L-ferritina 

1/80 

1/400 

1/500 

1/500 

2´ 

5´ 

3´ 

2´30´´ 

PÁNCREAS 2 ciclos de 8’ 

cada uno. 

DMT1 

ZIP14 

Prohepcidina 

L-ferritina 

1/80 

1/400 

1/500 

1/500 

1´ 

1´30´´ 

3´ 

1’30´´ 

BAZO 2 ciclos de 10´ 

cada uno 

DMT1 

ZIP14 

Prohepcidina 

L-ferritina 

1/80 

1/400 

1/500 

1/500 

1´50´´ 

2´ 

2´ 

2´ 
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HÍGADO 2 ciclos de 10´ 

cada uno 

DMT1 

ZIP14 

Prohepcidina 

1/50 

1/400 

1/500 

2´ 

1’30´´ 

3´ 

DUODENO 2 ciclos de 10´ 

cada uno 

DMT1 

ZIP14 

1/50 

1/400 

1´ 

1’30´´ 

RIÑÓN 2 ciclos de 10´ 

cada uno 

DMT1 

ZIP14 

Prohepcidina 

1/80 

1/400 

1/500 

5´ 

2´ 

3´ 

C1 3 ciclos de 15´ 

cada uno 

DMT1 

ZIP14 

1/80 

1/400 

2´ 

3´ 

C4 3 ciclos de 15´ 

cada uno 

DMT1 

ZIP14 

1/80 

1/400 

2´ 

3´ 

 Tabla 1. Tiempos de bloqueo de peroxidasa endógena, dilución de anticuerpo primario 
empleado en inmunohistoquímica y tiempo de revelado de acuerdo a cada tejido en estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Anticuerpo primario y Dilución de anticuerpo secundario empleados en inmunohistoquímica. 

 

 

 

Ac primario Origen Ac 

secundario 

Origen Dilución 

DMT1 Rabbit anti 
mouse Francois 
Canonne-
Hergaux 

IgGαR Goat anti rabbit 
Millipore   

1/100 

ZIP14 Rabbit anti 
mouse 

IgGαR Goat anti rabbit 
Millipore   

1/100 

Prohepcidina Rabbit anti 
mouse actin 

IgGαR Goat anti rabbit 
Millipore   

1/100 

L-ferritina Rabbit anti 
mouse 
RbαMoLF Paolo 

Santambrogio 

IgGαR Goat anti rabbit 
Millipore   

1/100 
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1.8 IMÁGENES TISULARES 

 

La inmunomarcación celular de color marrón, se visualizó utilizando un microscopio óptico 

Olympus BX51 equipado con una cámara Olympus C7070.  Se obtuvieron imágenes fotográficas en 

400X y 1000X. 

 1.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

  Los resultados obtenidos fueron analizados con el test de ANNOVA seguido del test de Tukey 

para comparaciones múltiples, el nivel de significancia estadística se determinó un p<0,05 y p<0,01. 

Los resultados se expresaron como la media ± el error estándar (mean ± SEM). Los resultados se 

analizaron con el programa GraphPad Prism 5. 

2. MODELO CELULAR 

2.1 LÍNEA CELULAR 

Se utilizó la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (CRL-2266) obtenida de la American 

Type Culture Collection (ATCC).  

El neuroblastoma es un tumor infantil derivado de células precursoras o inmaduras del sistema 

nervioso simpático (Edsjo et al. 2007), se trata de un clon de neuroblastoma humano proveniente de 

la sublínea celular SK-N-SH que desarrolla morfología de tipo epitelial y crecimiento adherente 

(Figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 4. Células SH-SY5Y en cultivo celular, crecimiento adherente. 
Aumento 400x. Imagen obtenida en el Laboratorio de Fisiología Humana, 
UNS año 2016. 
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2.2 CONGELAMIENTO Y DESCONGELAMIENTO CELULAR 

 

Para conservar las células en estado intacto por largos periodos de tiempo se recurrió al 

proceso de congelamiento celular en tanques de nitrógeno a muy baja temperatura (-170°C), de esta 

forma se logró disminuir el metabolismo celular. La temperatura celular descendió de manera 

gradual gracias a la utilización de dimetil sulfóxido (DMSO). 

La suspensión celular a congelar (106-107 células/mL) fue centrifugada a 350g durante 10 min. 

Luego, al precipitado celular se le adicionó la mezcla congelante (medio de cultivo: SFB: DMSO; 

45:45:10; v/v/v). La suspensión celular obtenida fue rápidamente homogeneizada y trasvasada a un 

criotubo que se colocó en un contenedor en un freezer a –80 ºC durante 24 h para que la temperatura 

descendiera gradualmente. Pasado ese período de tiempo los criotubos se colocaron en un tanque 

con nitrógeno líquido. 

En el momento de utilizar las células las mismas se descongelaron, para ello se introdujeron los 

criotubos en un baño a 37°C por unos minutos. La solución descongelada se centrifugó con 9 mL de 

medio de cultivo durante 10 minutos a 200 g. Finalmente se descartó el sobrenadante y el precipitado 

se resuspendió en medio de cultivo con SFB, L-glutamina y antibióticos y se sembró en flask y/o placas 

de cultivo celular. 

2.3 CONDICIONES DE CULTIVO CELULAR 

 

Las células de neuroblastoma humano se cultivaron en flask (Nunc) de 25 cm2 de superficie dado 

que crecen de forma adherente. Cuando el cultivo en monocapa alcanzó entre el 80% y 90% de 

confluencia, las células fueron desprendidas de la superficie y resembradas.  

El medio de cultivo utilizado es MEM : HAM en partes iguales suplementado con suero fetal 

bovino (Natocore) irradiado e inactivado, L-glutamina y penicilina-estreptomicina (44:44:10:1:1 v/v). 

Las células SH-SY5Y fueron mantenidas en incubador a 37°C con un 5% de CO2, el medio de cultivo 

fue reemplazado cada 48 h. 

2.4 TRATAMIENTOS Y PRETRATAMIENTOS CELULARES 

 

2.4.1 TRATAMIENTO CON CITRATO AMÓNICO FÉRRICO (FAC) 
 

En este trabajo se llevó a cabo un modelo celular de sobrecarga de hierro incubando a las células 

de neuroblastoma humano en una placa de 96 wells (104 células por well) con concentraciones 

crecientes de citrato amónico férrico (FAC Sigma Aldrich) durante diferentes tiempos de incubación 
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(24, 48 y 72 h). Se utilizaron las concentraciones de FAC (0, 30, 80, 150, 450 y 600 µM) por los 

diferentes tiempos de incubación, pasado dicho tiempo se evaluó viabilidad celular y se cuantificó 

hierro en el medio de cultivo para decidir la dosis y el tiempo de incubación de trabajo (Esquema 5).  

2.4.2 PRETRATAMIENTO CON N-ACETIL CISTEÍNA  
 

Se realizó el pretratamiento celular 12 h previas a la incubación con FAC con un conocido 

antioxidante, N-acetil cisteína (NAC Sigma Aldrich) en una concentración de 2 y 4 mM. Luego se 

evaluó viabilidad celular (Esquema 5). 

Por otro lado, se realizó el pretratamiento con NAC (2, 4 y 10 mM) 12 h previas al tratamiento de 

las células incubadas con peróxido de hidrógeno (H2O2) (Esquema 5). 

2.4.3 TRATAMIENTO CON PERÓXIDO DE HIDRÓGENO  

También se realizó un tratamiento con H2O2 (100, 200, 300 y 400 µM) durante 6 h. 

Posteriormente se evaluó viabilidad celular. Las concentraciones fueron elegidas en base a 

bibliografía de estudios realizados en células de neuroblastoma SH-SY5Y por Feng et al. (2016) 

(Esquema 5). 

2.4.4 PRETRATAMIENTO CON ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE  

Diferentes dosis de eritropoyetina humana recombinante (rHuEPO) (Hemax) fueron utilizadas 

como pretratamiento celular (10, 25, 50, 75 y 100 UI/mL) colocándolas 12 h previas al tratamiento 

con FAC (Esquema 5). 

2.4.5     PRETRATAMIENTO CON ALBÚMINA 

La rHuEPO presenta un alto contenido de albúmina, por lo tanto, para descartar un falso positivo 

se realizó un pretratamiento de las células con albúmina como control interno. 

 De esta forma las células fueron tratadas con igual concentración de albúmina (125 µg/ml Sigma 

Aldrich) que la contenida en la concentración de eritropoyetina seleccionada 12 h previas al 

tratamiento con FAC. La viabilidad celular se determinó por la técnica de exclusión de azul tripán y el 

ensayo de captación de rojo neutral (Esquema 5). 

 

 

 

 

 

Esquema 5. Tratamientos y pretatramientos en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
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2.5 VIABILIDAD CELULAR 

2.5.1 TÉCNICA DE EXCLUSIÓN CELULAR CON AZUL TRIPÁN 
 

El ensayo de exclusión con azul tripán se utiliza para determinar el número de células viables 

presentes en un cultivo celular. Esta técnica se basa en el principio de que las células vivas poseen 

intacta la membrana celular excluyendo colorantes como el azul tripán, eosina o propidio mientras 

que las células no viables pierden dicha capacidad. Las células viables presentan citoplasma claro y 

brillante mientras que las no viables presentan citoplasma azulado (Strober W. 2015).  

La suspensión celular se mezcló con igual cantidad de colorante. El número de células que captan 

el colorante azul tripán se determinan por microscopia utilizando una cámara de Neubauer. Se 

contaron células totales por duplicado de cada triplicado para cada condición y se calculó el 

porcentaje de viabilidad de acuerdo al total de células contadas. 

2.5.2 ENSAYO DE CAPTACIÓN DE ROJO NEUTRAL PARA ESTIMAR VIABILIDAD CELULAR 
 

 2.5.2.1 FUNDAMENTO DEL MÉTODO 

El ensayo de captación celular de rojo neutral permite realizar una estimación cuantitativa del 

número de células viables en cultivo. Este ensayo es muy utilizado en aplicaciones biomédicas y 

ambientales y se basa en la capacidad de las células viables de incorporar el colorante supravital en 

los lisosomas. 

2.5.2.2 PROTOCOLO 

Las células sembradas en placas de 96 wells luego de ser tratadas con el protocolo adecuado se 

incuban por 2 h en medio de cultivo MEM : HAM conteniendo rojo neutral y se lavan con PBS.  

El colorante captado por las células viables se extrajo con una mezcla de 50% de etanol 96%, 1% 

de ácido acético glacial y 49% de agua destilada y se leyó la absorbancia en espectrofotómetro a 540 

nm.  

Es un procedimiento rápido y económico (Repetto et al 2008). La determinación se realizó por 

duplicado de cada triplicado para cada condición. 
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2.6 CUANTIFICACIÓN DE HIERRO EN EL MEDIO DE CULTIVO 
 

El hierro en el medio de cultivo celular se cuantificó utilizando un kit colorimétrico, FerColor kit, 

Wiener lab.  

Una alícuota de 200 µL de sobrenadante de medio de cultivo se incuba con 1 mL del reactivo A 

(solución de ácido cítrico, ácido ascórbico y tensioactivo), se mide la absorbancia a 560 nm y se 

añaden 200 µL de reactivo B, reactivo de color ferene. Se lee la absorbancia final. La concentración 

de hierro se calcula corrigiendo la absorbancia y utilizando un estándar de hierro provisto por el kit 

de concentración conocida. 

2.7 INMUNOCITOQUÍMICA 

2.7.1 FUNDAMENTO DEL MÉTODO 
 

La inmunocitoquímica permite visualizar antígenos celulares de interés mediante la reacción 

altamente específica antígeno-anticuerpo. El sitio de la reacción antígeno-anticuerpo se visualiza 

añadiendo el sustrato de la enzima a la que se acopla el anticuerpo, unido a un cromógeno. El 

producto originado, por acción de la enzima sobre el sustrato, interacciona con el cromógeno y 

origina un compuesto coloreado. En nuestro caso, como marcador enzimático, se usó la enzima 

peroxidasa de rábano, de acuerdo a Nakane y Pierce (1966). 

Utilizamos el método indirecto de detección, que consiste en la unión del anticuerpo primario 

con el antígeno de interés y la posterior detección, utilizando un anticuerpo secundario acoplado a 

Figura 5. Células viables captando el colorante supravital rojo neutral. 

Aumento 400x. Fotografía obtenida en el Laboratorio de Fisiología 

Humana, UNS año 2017. 
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la enzima peroxidasa dirigido contra el anticuerpo primario. La localización del antígeno de interés 

se revela mediante el agregado de la solución que contiene el sustrato de la enzima y su cromógeno 

generando el compuesto coloreado de color marrón, y la posterior observación al microscopio 

óptico.  

2.7.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
 

Para llevar a cabo este estudio se realizaron inmunocitoquímicas seguidas de tinción con 

hematoxilina para contrastar los núcleos celulares. 

Las células se cultivaron en placas de cultivo p35 sobre un cubreobjetos previamente esterilizado 

mediante radiación uv como superficie adherente. 

Se cultivaron 3 placas para cada condición o tratamiento. Finalizado el tiempo de incubación se 

descartó el medio de cultivo y se lavó con PBS. Luego las células se fijaron con paraformaldehido 4% 

(PFA) durante 30 a 40 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS, luego se 

permeabilizó la membrana celular con Tritón 0,1% en PBS durante 20 minutos y se lavó con PBS. 

Luego se bloquean los sitios de unión inespecíficos incubando a las células con albúmina sérica bovina 

1% en PBS (BSA). Después se incubó con el anticuerpo primario overnight a 4°C. 

Luego se lavó con PBS y se incubó durante una hora con el anticuerpo secundario a temperatura 

ambiente.  

Pasado este tiempo se volvió a lavar con PBS y se reveló la marcación con el kit de 

diaminobenzidina (DAB). Finalizado el tiempo correspondiente de revelado para cada anticuerpo se 

frenó con agua destilada, luego se añadió el colorante hematoxilina durante 2 minutos y se colocó 

en agua corriente por 5 minutos dado que por su pH básico produce el viraje del colorante. 

Finalmente se monta el cubreobjetos sobre un portaobjetos con glicerol para poder observar la 

marcación al microscopio óptico. 

2.7.3 ANTICUERPOS Y TIEMPOS DE REVELADO 

  

Anticuerpo 
Primario 

Origen Dilución 
utilizada 

Anticuerpo 
secundario 

Origen Dilución 
utilizada 

Tiempo 
de 
revelado 

DMT1 Rabbit 
anti 
mouse  
Francois 
Canonne
-Hergaux 

1/50 IgGαR Goat anti 
rabbit 
Millipore   

1/100 3, 
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ZIP 14 Rabbit 
anti 
mouse 

1/400 IgGαR Goat anti 
rabbit 
Millipore 

1/100 7, 

RTf1 Mouse 
anti 
human 
CD71 
(3B82A1) 
SC-32272 
Santa 
Cruz 

1/70 m-IgGkBP-HRP  Anti 
mouse 
SC51610
2 Santa 
Cruz 

1/70 2, 30,, 

Prohepcidina Rabbit 
anti 
mouse 
actin 
Santa 
Cruz 
Tomas 
Ganz 

1/500 IgGαR Goat anti 
rabbit 
Millipore 

1/100 1, 

L-ferritina Rabb
it 
anti 
mou
se 
RbαMoL
F Paolo 
Santamb
rogio 

1/400 IgGαR Goat anti 
rabbit 
Millipore 

1/100 3, 

FLVCR1 C-4: SC-
390100 
Santa 
Cruz 

1/50 m-IgGkBP-HRP  
 

Anti 
mouse 
SC51610
2Santa 
Cruz 

1/70 5, 

HCP1 B-4: sc-
393460 
Santa 
Cruz 

1/50 m-IgGkBP-HRP  Anti 
mouse 
SC51610
2Santa 
Cruz 

1/70 1,30.. 

 

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en inmunocitoquímica, diluciones 
utilizadas y tiempos de revelado. 

 

2.8 INMUNOFLUORESCENCIA 

 

2.8.1 FUNDAMENTO DEL MÉTODO 

 
Esta técnica se utilizó por primera vez en 1942 (Coons et al.) para demostrar la presencia del 

antígeno tisular del neumococo utilizando anticuerpos específicos unidos a una sustancia 

fluorescente. 
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Este método utiliza la especificidad de reacción antígeno-anticuerpo sin embargo el anticuerpo 

primario o secundario, se encuentra acoplado a un fluoróforo que emite una señal fluorescente y se 

observa en microscopio de fluorescencia.  

2.8.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 
Las células se cultivaron en placas de cultivo p35 con un cubreobjetos previamente esterilizado 

mediante radiación uv como superficie adherente, se cultivaron 3 placas para cada condición o 

tratamiento. Finalizado el tiempo de incubación se descartó el medio de cultivo y se lavó con PBS, 

luego las células se fijaron con paraformaldehido 4% durante 30 a 40 minutos, luego se realizaron 3 

lavados con PBS. Posteriormente se permeabilizó la membrana celular con Tritón 0,1% en PBS 

durante 20 minutos y se lavó con PBS.  

Después se incubó con el anticuerpo primario overnight a 4°C en cámara húmeda, al otro día se 

lavó con PBS para eliminar el anticuerpo primario que no se unió y se incubó durante una hora a 

temperatura ambiente con el anticuerpo secundario en este caso unido a un fluoróforo.  

En nuestro caso para observar colocalización se incubó primero con el anticuerpo primario anti 

RTf2 y luego con su respectivo anticuerpo secundario fluorescente (verde). Luego, se incubó con el 

anticuerpo primario anti HFE overnight y posteriormente con el anticuerpo secundario fluorescente 

(rojo).  

Pasado este tiempo se lavó con PBS y se incubó con DAPI (1/10000) 10 minutos, para marcar los 

núcleos celulares (azul). Finalmente se montó el cubreobjetos sobre un portaobjetos con glicerol y 

se observó al microscopio de fluorescencia. 

2.8.3 ANTICUERPOS Y DILUCIONES UTILIZADAS 

 

Anticuerpo 
Primario 

Origen Dilución 
utilizada 

Anticuerpo 
Secundario 

Origen Dilución 
utilizada 

H-ferritina B-12: sc-
376594 
Santa Cruz 

1/50 IgG-
fluoresceina 

horse anti-
mouse sc- 
2359 Santa 
Cruz  

1/200 

RTf2 3B8 2A1 : sc 
32272 Santa 
Cruz 

1/50 IgG-
fluoresceina 

horse anti-
mouse sc- 
2359 Santa 
Cruz  

1/200 

HFE Robert E. 
Fleming 

1/50 IgG-PE SC 
3753  

Mouse anti 
rabbit 

1/100 
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SC 3753  
Santa Cruz 

 
Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en inmunofluorescencia, y diluciones utilizadas. 

 

2.9 OBTENCIÓN DE IMÁGENES FOTOGRÁFICAS CELULARES 

La inmunomarcación celular de color marrón, se visualizó utilizando un microscopio óptico 

Olympus BX51 equipado con una cámara Olympus C7070 con la que se obtuvieron imágenes 

fotográficas en 400X y 1000X para mayor detalle celular con alta resolución. 

La inmunofluorescencia fue detectada mediante la utilización de microscopio fluorescente 

Olympus Q Color 3. 

2.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Los resultados obtenidos fueron analizados con el test de ANNOVA seguido del test de Tukey para 

comparaciones múltiples, el nivel de significancia estadística se determinó un p<0,05 y p<0,01. Los 

resultados se expresaron como la media ± el error estándar (mean ± SEM). Los resultados se 

analizaron con el programa GraphPad Prism 5. 

 



 

Capítulo 1 

 
Modelo Animal  

Sobrecarga de Hierro y Eritropoyesis. 

 

 
El Bazo murino  

 órgano eritropoyético extramedular  
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EVALUACIÓN DE LA ERITROPOYESIS EN UN MODELO ANIMAL DE SOBRECARGA DE HIERRO 

1. INTRODUCCIÓN 

El bazo murino es un tejido con actividad eritropoyética en el ratón adulto, esta característica 

funcional lo convierte en un modelo animal para su estudio. 

Estudios de Bozzini et al. (1970) demostraron que la esplenectomía reducía la masa eritrocitaria 

circulante originando anemia, hemorragia o hipoxia aumentando la captación de hierro. Estos 

estudios mostraron la producción de eritrocitos en sitios extramedulares (Bozzini et al. 1970).  

El bazo se localiza en la cavidad abdominal en la región izquierda. El tejido esplénico se divide en 

pulpa roja y pulpa blanca. La pulpa roja se encarga de filtrar la sangre y eliminar desechos y eritrocitos 

dañados, y es el sitio de depósito de hierro (Cesta, 2006). Los macrófagos de la pulpa roja 

continuamente fagocitan y remueven eritrocitos senescentes.  

La hematopoyesis extramedular es común en la pulpa roja esplénica de roedores además, en esta 

región se evidencia un conjunto de células eritroides, mieloides y megacariocitos. El bazo también es 

un órgano linfoide que contiene un gran número de linfocitos e inicia la respuesta antigénica. 

El metabolismo del hierro y la eritropoyesis se encuentran estrechamente relacionados, es por 

eso que en el proceso dinámico de la eritropoyesis se requiere un adecuado equilibrio en el 

metabolismo del hierro para evitar desórdenes como sobrecarga o deficiencia de hierro (D´Anna, 

Giorgi y Roque 2011, D´Anna y Roque 2013.) 

Para clarificar dudas sobre la captación, movilización y acumulación de hierro diseñamos un 

modelo animal combinado de sobrecarga de hierro y eritropoyesis inducida con eritropoyetina. 

Este capítulo del trabajo de tesis comprende el estudio de la eritropoyesis y el manejo de la 

sobrecarga de hierro mediante estudios hematológicos y estudios tisulares sobre el bazo dado que 

es el principal órgano eritropoyético extramedular en roedores.  

Sobre el tejido esplénico se realizaron diferentes estudios como la tinción de hematoxilina y 

eosina, la expresión de las proteínas del ciclo del hierro (DMT1, ZIP14, prohepcidina y L-ferritina) por 

inmunohistoquímica, se cuantificó el contenido de hierro esplénico y se observaron los depósitos de 

hemosiderina mediante tinción de Perls.  
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2. DESARROLLO DEL MODELO ANIMAL 

 

Para llevar a cabo los estudios de la captación, movilización y acumulación de hierro se desarrolló 

un Modelo animal de ratones (cepa CF1) con la inducción de sobrecarga de hierro y de la actividad 

eritropoyética siguiendo el diseño experimental del esquema 1 detallado en Materiales y Métodos.  

Luego de finalizado el protocolo experimental, se extrajo sangre a cada grupo mediante la 

técnica de extracción sanguínea del plexo submandibular para luego realizar determinaciones 

hematólogicas. Posteriormente los animales se sacrificaron para la obtención, recolección y 

preparación de los órganos de interés. 

Sobrecarga de 

hierro y 

eritropoyetina 0 8 204 12 Días17 18 19

Sobrecarga de 

hierro
0 8 204 12 Días17 18 19

Eritropoyetinaa

0 8 204 12 Días17 18 19

rControl

0 8 204 12 Días17 18 19

500μl Fe-Sacarato 200 UI EPO

Solución Fisiológica 
(PS)500μl Fe-Sacarato

500μl SF 200 UI EPO

500μl SF SF

 

3. INMUNOEXPRESIÓN DE PROTEÍNAS ESPLÉNICAS DEL CICLO DEL HIERRO  

3.1 Expresión del Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1) 

DMT1 se localizó en el citoplasma celular y mostró una intensa marcación en el grupo de 

sobrecarga de hierro respecto al grupo control (Figuras 1 B y 2 B), lo que podría indicar que DMT1 

contribuye a la captación de hierro esplénico y su acumulación en estados de exceso. En la condición 

de eritropoyetina su marcación fue muy leve (Figura 1 C y 2 C) mientras que en el grupo combinado 

su expresión disminuyó respecto al grupo de sobrecarga de hierro siendo nuevamente similar al 

control (Figuras 1 D y 2 D) indicando que la señal predominante es la de eritropoyetina sugiriendo 

una menor captación de hierro vía DMT1 en bazo y una menor acumulación por parte de los 

macrófagos para estar biodisponible y ser utilizado en la eritropoyesis.  

Esquema 1. Tratamientos con hierro sacarato y eritropoyetina en el Modelo Animal. 
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Figura 1.  Inmunomarcación de DMT1 en bazo. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo 
EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida 
de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.2 Expresión del Transportador ZIP14 

Se observó un aumento de la expresión de ZIP14 en el estado de sobrecarga de hierro 

respecto al control (Figuras 3 B y 4 B) mientras que en presencia de eritropoyetina su expresión 

fue indetectable (Figuras 3 C y 4 C), siendo ésta la señal predominante en el grupo combinado 

(Figuras 3 D y 4 D). 

 

 

 

 

Figura 2.  Inmunomarcación de DMT1 en bazo. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). 
Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D).  Los tejidos se procesaron para inmunohistoquímica utilizando el 
anticuerpo primario anti-DMT1 seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos 
(n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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D C 

B A 

Figura 3.  Inmunomarcación de ZIP14 en bazo. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 
(C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de tinción 
de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.3 Expresión de L-ferritina 

L-ferritina aumentó su expresión en el Grupo de sobrecarga de hierro (Figuras 5 y 6 B) respecto 

al Grupo Control (Figuras 5 y 6 A), observándose en la pulpa roja de manera similar a los depósitos 

de hierro en forma de hemosiderina.  

En el Grupo EPO la expresión de L-ferritina fue leve (Figuras 5 y 6 C) siendo la señal EPO 

predominante en el Grupo combinado (Figuras 5 y 6 D) respecto al Grupo Control (Figuras 5 y 6 A). 

 

 

Figura 4.  Inmunomarcación de ZIP14. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 
(C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de 
tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

D C 
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Figura 5.  Inmunomarcación de L-ferritina en bazo. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo 
EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron por inmunomarcación con el anticuerpo primario anti-L-
ferritina seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.4 Expresión de Prohepcidina 

Se observó una marcada expresión del propéptido de Hepcidina en el Grupo Sobrecarga de 

Hierro (Figura 7 B) y una leve marcación en el Grupo EPO (Figura 7 C) respecto al Grupo Control 

(Figura 7 A). En el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO la señal destacada fue EPO (Figura 7 D). 

 

 

 

Figura 6.  Inmunomarcación de L-ferritina en bazo. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). 
Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-L-ferritina 
seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.5 Control negativo  

El control negativo de la inmunomarcación para las proteínas estudiadas incubado únicamente 

con PBS en lugar del anticuerpo primario mostró ausencia de marcación (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Control esplénico negativo. El tejido se procesó para IHQ 
utilizando PBS en lugar del anticuerpo primario seguido de tinción 
de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos. La barra 
representa 20 μm.  

Figura 7.  Inmunomarcación de prohepcidina en bazo. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga 
de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el 
anticuerpo primario anti-prohepcidina seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales 
y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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4.DETERMINACIONES HEMATOLÓGICAS 

4.1 Nivel de Hemoglobina 

Se determinaron los niveles de hemoglobina en los grupos control y experimental. No hubo 

diferencias significativas entre los Grupos Control (15,5 ± 0,48 g/dL) y Sobrecarga de Hierro (14,8 ± 

0,23 g/dL) y se observó un aumento significativo del valor de hemoglobina en el Grupo EPO (17,1 ± 

0,75 g/dL) y el Grupo Hierro + EPO (16,8 ± 0,38 g/dL) respecto al Grupo Control (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  4.2 Hematocrito 

El hematocrito se determinó en muestras sanguíneas por el método del microhematocrito y se 

observó que los grupos de ratones inyectados con EPO presentaban un hematocrito mayor respecto 

a los Grupos Control y Sobrecarga de Hierro (Figura 10). En el Grupo Control el hematocrito fue de 

49 ± 1%, en Sobrecarga de Hierro fue de 45 ± 1% sin diferencias respecto a condiciones basales, en 

el Grupo EPO el hematocrito fue de 56 ± 2% y en el de Sobreacarga de Hierro + EPO de 54 ± 2% (Figura 

10) siendo significativamente superior a los 2 primeros grupos. 

 

 

 

 

 

Figura 9. Determinación de hemoglobina en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. Valores de 

hemoglobina expresados en g/dL *p<0,05 

 

Figura 10. Determinación de hematocrito en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. 

Valores de hematocrito expresados en %. *p<0,05 
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 4.3 Fórmula Leucocitaria Relativa 

 La fórmula leucocitaria dentro de valores de referencia indicó el estado de salud de los 

animales y descartó procesos infecciosos.  

La especie murina posee la fórmula leucocitaria relativa invertida respecto a los humanos 

presentando un mayor porcentaje de leucocitos mononucleares respecto a los 

polimorfonucleares. Valores de referencia para ratón: mononucleares 75-85% 

polimorfonucleares: 15-25%. En caso de observar un animal con la fórmula leucocitaria relativa 

alterada se debe excluir de la experiencia.  

En nuestro modelo animal no se observaron diferencias en la fórmula leucocitaria relativa 

en ninguna de las cuatro condiciones (tabla 1). La serie eritrocitaria del Grupo Control y el 

Grupo Sobrecarga de Hierro presentaban normocitosis y normocromía (coloración y tamaño 

normal) mientras que los grupos tratados con EPO, con y sin hierro, mostraban macrocitosis 

(aumento de tamaño) y policromasia (tinción con colorantes ácidos y básicos) (Figura 11 C y D), 

indicando una mayor actividad eritropoyética en estos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRUPO FÓRMULA LEUCOCITARIA OBSERVACIÓN DE LA 
SERIE ERITROCITARIA 

CONTROL PMN: 10±2 
MN: 90±2 

Normocitosis 
normocromía 

HIERRO PMN: 18±8 
MN: 82±8 

Normocitosis 
normocromía 

EPO PMN: 13±3 
MN: 87±3 

Macrocitosis 
policromasia 

HIERRO+ EPO PMN: 22±3 
MN: 78±3 

Macrocitosis 
policromasia 

Tabla 1. Fórmula leucocitaria relativa en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. 
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 4.4 Recuento de Reticulocitos 

En el modelo animal se observó un marcado aumento el número de reticulocitos en los 

grupos inyectados con EPO (13,6 ± 0,4%) y con hierro y EPO (15,9 ± 0,5%) respecto al Grupo 

Control (4,3 ± 0,1%) y al Grupo Sobrecarga de Hierro (4,4 ± 0,1%) (Figuras 12 y 13 C y D) 

indicando un aumento de la actividad eritropoyética. Valor de referencia en ratón: 1-5% 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Observación de la serie eritrocitaria. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga 
de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los extendidos sanguíneos se 
procesaron para tinción con May Grünwald-Giemsa según lo descripto en Materiales y 
Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

Figura 12. Recuento de reticulocitos. Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO. 
Valores expresados en %. **p<0,01 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

control hierro EPO hierro + EPO

R
et

ic
u

lo
ci

to
s 

%

** 
** 



Resultados 
 

83 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.CUANTIFICACIÓN DE HIERRO SISTÉMICO 

El aumento significativo de hierro sistémico en los grupos con hierro sacarato mostró 

la eficiencia de nuestro modelo animal de Sobrecarga de Hierro.  

 En este modelo observamos un aumento significativo en el nivel de hierro circulante en el 

Grupo Sobrecarga de Hierro (591±76 µg/dL) respecto al Grupo Control (SF) (328±57 µg/dL) 

(Figura 14).  

Por otro lado, en el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO el nivel de hierro circulante fue 

significativamente menor (335±65 µg/dL) respecto al Grupo Sobrecarga de Hierro siendo 

similar al Grupo Control.  

En el Grupo EPO el nivel de hierro fue similar (382±61 µg/dL) al cuantificado en el Grupo 

Control.  

 

 

 

 

Figura 13.  Observación de reticulocitos. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de 
Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Las muestras sanguíneas se 
procesaron para tinción con Azul Brillante de Cresilo según lo descripto en Materiales 
y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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6.EVALUACIÓN DEL BAZO COMO ÓRGANO ERITROPOYÉTICO MURINO 

6.1 Análisis del tamaño del Bazo 

Para comprobar que el bazo es un órgano eritropoyético en el ratón se trata a los animales con 

eritropoyetina exógena. Luego del sacrificio, se realizó la necropsia y se extrajo el bazo. Cuando se 

comparó el tamaño del bazo se observó un aumento significativo de este órgano en las condiciones 

descriptas respecto a los Grupos Control y Sobrecarga de Hierro (Figura 15 C y D). Estos resultados 

muestran una activa función eritropoyética en concordancia con estudios previos de nuestro 

laboratorio (Roque et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

6.2 Observación microscópica de la histología esplénica 

Como ya se mencionó, el tejido esplénico se divide en dos grandes regiones, la pulpa blanca y la 

pulpa roja. La pulpa blanca contiene vainas linfáticas periarteriales o aglomerados de linfocitos T, 

que rodean la arteria central, y nódulos linfáticos o centros germinativos, formados por linfocitos 

B. La pulpa roja está formada por sinusoides y cordones, donde se visualizan fibras reticulares y 

A B C D 

Figura 15.  Observación macroscópica del bazo murino. Grupo basal o control (A). Grupo 
Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D).  

Figura 14. Cuantificación de hierro circulante.Grupo Sobrecarga 
de Hierro + EPO. Valores expresados en µg/dL. **p<0,01 
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amplia celularidad (eritrocitos, macrófagos, linfocitos, células plasmáticas, megacariocitos y 

granulocitos). 

Nuestros resultados muestran una clara distribución y organización de las pulpas en el Grupo 

Control y Grupo Sobrecarga de Hierro; mientras que en los Grupos EPO y Sobrecraga de Hierro + 

EPO estas se encontraban desordenadas seguramente debido a la elevada eritropoyesis (Figura 16 

C y D), (Roque et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Cuantificación de Hierro Tisular 

Se observó que el Grupo Sobrecarga de Hierro presentó un aumento significativo del contenido 

de hierro (5900,94 ± 337,60 µmoles/gr de tejido) respecto al Grupo Control (1057,68 ± 458,82 

µmoles/gr de tejido).  El Grupo EPO mostró una disminución del contenido de hierro (305,53 ± 

103,97 µmoles/gr de tejido) respecto al Grupo Control (Figura 17), mostrando que la eritropoyesis 

disminuye los depósitos de hierro esplénicos. El Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO mostró un nivel 

de hierro similar al Grupo Control (1163,22 ± 227,38 µmoles/gr de tejido) (Figura 17). Concluimos 

PR 

PB 

Figura 16.  Histología esplénica. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). 
Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción con hematoxilina 
y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). Aumento total 100x.PB: pulpa 
blanca, PR: pulpa roja. 

PB PR 
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que en el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO se estarían utilizando activamente los depósitos de 

hierro para participar en la eritropoyesis activa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4 Semicuantificación de Hierro Tisular  

La hemosiderina es una forma de depósito de hierro férrico que se acumula principalmente en 

los macrófagos. Este pigmento puede ser detectado por la tinción de Perl´s al formar el azul de 

prussia en presencia de ferrocianuro de potasio en medio ácido.  

La semicuantificación microscópica de hemosiderina se realizó utilizando un score de 0 

(ausencia) a 3 (presencia) (Figura 18).  

En el Grupo Sobrecarga de Hierro se observó abundante hemosiderina comparado con el Grupo 

Control en donde se encontraba en forma moderada (Figura 19 B), en el Grupo EPO se observó 

escasa hemosiderina respecto al Grupo Control (Figura 19 C) y en el Grupo Sobrecarga de Hierro + 

EPO se encontró similar hemosiderina que en el Grupo Control indicando una disminución respecto 

al grupo con hierro (Figura 19 D). 
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Figura 17. Cuantificación de hierro esplénico. Modelo Animal de Sobrecarga de 
Hierro + EPO. Valores  expresados en µMoles de hierro/g de tejido. *p<0,05 **p<0,01 
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Figura 19.  Observación de hemosiderina esplénica. Grupo basal o control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro 
(B). Grupo EPO (C). Grupo Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo descripto 
en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

Figura 18. Semicuantificación de depósitos de hierro esplénico. Grupo Sobrecarga de 
Hierro + EPO. Valores expresados en unidades arbitrarias. 
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1.  ERITROPOYESIS 

La eritropoyesis estimula la absorción de hierro y su liberación por parte de los macrófagos y los 

depósitos hepáticos (Ganz, 2018).  

En condiciones normales la reutilización del hierro reciclado de las células senescentes conforma 

el mayor flujo de hierro en humanos (Ganz y Nemeth, 2015).  

Los macrófagos del sistema reticuloendotelial, distribuido en distintos tejidos como bazo, hígado y 

médula fagocitan a los eritrocitos senescentes o dañados. Durante este proceso degradan la 

hemoglobina liberando al grupo hemo por la acción de la enzima hemo oxigenasa (HO) se libera el 

hierro que retornará al plasma sanguíneo (Poss y Tonegawa, 1997). 

Nuestros estudios muestran que la eritropoyesis está estimulada en los animales inyectados con 

EPO. Además, la alta producción eritrocítica requiere mayor consumo de hierro por los órganos 

eritropoyéticos, reduciendo los niveles de hierro plasmático.  

Estos resultados sugieren que en presencia de EPO el hierro circulante estaría siendo utilizado en el 

proceso eritropoyético.  

A partir del efecto de EPO sobre el hierro plasmático, nos propusimos estudiar si EPO podría tener 

un rol protector frente a estados de exceso del biometal disminuyendo el hierro plasmático, y 

evitando su acumulación tisular y reduciendo su toxicidad. 

2.  NIVEL DE HIERRO 

En nuestro modelo animal se evaluó la eficiencia de la sobrecarga de hierro por el aumento de 

hierro plasmático en el Grupo Sobrecarga de Hierro basándonos en estudios previos de nuestro 

laboratorio (D´Anna y Roque 2013, Giorgi y Roque 2014). Además, observamos la disminución de los 

niveles de hierro plasmático en presencia de eritropoyetina demostrando la eritropoyesis activa, que 

se evidencia en presencia de EPO. 

3. PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 

Por otra parte, nuestros resultados mostraron una leve disminución en los valores de Hb y HTO en 

exceso de hierro respecto a condiciones basales, en concordancia con estudios previos realizados en 

nuestro laboratorio (Giorgi y Roque, 2014). 
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4. ERITROPOYESIS ESPLÉNICA 

Cabe destacar que en humanos el bazo posee una función eritropoyética en la vida fetal y solo 

en condiciones patológicas en la vida adulta (Han et al. 1997).  

Por el contrario, el bazo es el principal órgano eritropoyético extramedular en roedores. Esta 

función clave del bazo en la producción de eritrocitos explica los altos niveles de hierro esplénico que 

detectamos en condiciones basales.  

Además, en nuestro modelo de sobrecarga de hierro, demostramos que en exceso de hierro los 

macrófagos de la pulpa roja se sobrecargan de hierro en forma de L-ferritina y hemosiderina, 

convirtiéndose en un órgano de depósito.  

En este sentido, Whittaker et al. (1996) observaron hemosiderina en los macrófagos de los 

sinusoides esplénicos de ratas tratadas con una dieta con carbonilo de hierro, siendo más abundante 

a mayores dosis.  

Por otro lado, el aumento macroscópico del tamaño del bazo y la pérdida de la arquitectura 

microscópica en los grupos tratados con EPO reflejarían la incrementada eritropoyesis esplénica.  

En este sentido Roque et al. (2008) reportaron esplenomegalia y reducción de hemosiderina en 

un modelo murino de anemia hemolítica inducida con fenilhidrazina. Nuestros resultados reflejan la 

conocida función esplénica en el suministro del hierro requerido para la eritropoyesis activa 

demostrado por la disminución de hemosiderina y L-ferritina en los grupos con EPO.  

Whittaker et al. (1996) observaron atrofia esplénica en presencia de hierro con una pérdida 

celular afectando la zona marginal de la pulpa blanca, en un modelo de ratas tratadas con exceso de 

hierro dietario.  

En concordancia con nuestros resultados, Fenjves et al. (2003) demostraron aumento del 

número de eritrocitos, hemoglobina y plaquetas asociado a esplenomegalia en un modelo de ratones 

que sobreexpresan EPO. 

Ganz (2018) demostró que al inyectar ratones con EPO o exponerlos a una pérdida sanguínea la 

concentración de hepcidina y su ARNm disminuyen. 
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5.  PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

5.1 PROTEÍNAS IMPORTADORAS Y DE DEPÓSITO DE HIERRO  

En nuestro modelo animal reportamos a los importadores DMT1 y ZIP14 como los responsables 

de la captación de hierro esplénica en exceso cuya expresión aumentó significativamente en 

respuesta al exceso de hierro.  

Theurl et al. (2005) observaron la disminución de la expresión del ARNm de DMT1 en bazo en 

respuesta al exceso de hierro, esta diferencia en los resultados podría explicarse por la alta presencia 

de la isoforma no IRE de DMT1 en bazo.  

La mayor captación de hierro observada en sobrecarga de hierro coincide con su mayor 

acumulación intracelular en forma de L-ferritina y hemosiderina, sumada a la menor exportación del 

biometal por FPN (eje hepcidina-FPN) estudiado previamente en nuestro laboratorio (D´Anna y 

Roque 2013).  

En presencia de EPO la disminución de la expresión de DMT1 y ZIP14 indicaría que la pulpa roja 

no captaría grandes cantidades de hierro, sino que el biometal sería utilizado en el proceso de 

eritropoyesis.  

La señal de EPO fue la preponderante en el modelo combinado de sobrecarga de hierro y 

eritropoyesis. 

5.2 PROTEÍNA REGULATORIA HEPCIDINA 

En este trabajo pudimos demostrar que en ratones con dosis ip. De EPO la expresión de hepcidina 

disminuye vía el eje eritropoyetina-hepcidina-ferroportina de acuerdo a estudios previos 

desarrollados en nuestro laboratorio (DÁnna y Roque 2013).  

Este resultado podría conducir a un aumento de la expresión de FPN inducido por la disminución de 

la expresión de hepcidina y en consecuencia una mayor liberación de hierro por parte de los 

macrófagos esplénicos para ser utilizado en la eritropoyesis activa.  

En presencia de hierro la expresión de prohepcidina sugeriría una mayor síntesis de hepcidina 

que interactúa con el exportador FPN induciendo su internalización y degradación como fue 

demostrada por Nemeth et al. (2004).  

De esta manera, la alta expresión de hepcidina en los ratones con sobrecarga de hierro podría reducir 

la exportación de hierro favoreciendo el aumento observado en los depósitos del biometal.  

En este sentido, en un modelo combinado de sobrecarga de hierro e hipoxia en ratón 

desarrollado previamente en nuestro laboratorio, se demostró que en estados de hipoxia 
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aumentaban los niveles de EPO y disminuía prohepcidina hepática (D´Anna y Roque, 2013). Por otro 

lado, en el bazo aumentó la expresión del exportador de hierro FPN (D´Anna y Roque, 2013).  

En condiciones basales, FPN se identificó en el citoplasma y en la membrana plasmática de 

macrófagos esplénicos (D´Anna, Giorgi and Roque 2011).  

5.3 RESPUESTA DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO A EPO 

En nuestros estudios demostramos que en bazo las proteínas del ciclo del hierro responden a 

eritropoyetina como señal predominante al igual que el hígado y el corazón como se describirá más 

adelante en capítulos posteriores.  

De esta forma, se asegura una adecuada liberación de hierro desde los macrófagos mediada por FPN 

y su biodisponibilidad para el proceso eritropoyetico.  

En nuestros estudios demostramos la disminución de la expresión de los importadores de hierro 

DMT1 y ZIP14 en presencia de EPO en bazo disminuyendo la captación de hierro lo que conduce a 

una menor acumulación del mismo en forma de L ferritina y hemosiderina. 

En este sentido Kong et al. (2008) observaron que al tratar ratas con EPO (3 D/500UI/día 

subcutáneo) disminuía la expresión de DMT1 e incrementaba la de FPN en macrófagos peritoneales. 

Estos resultados sugieren una disminución de hierro en macrófagos del sistema reticuloendotelial 

para aportar a la medula ósea en el proceso de eritropoyesis.  

6. CONCLUSIONES  

Los estudios presentados en este capítulo nos permitieron caracterizar y optimizar el modelo 

animal combinado de Sobrecarga de Hierro y Eritropoyesis, como el Modelo biológico utilizado para 

el desarrollo del Trabajo de Tesis. 

El modelo de ratón nos permitió comprobar que la administración de eritropoyetina exógena 

tiene un efecto favorable disminuyendo la sobrecarga de hierro en ratones. Como se desprende de 

las vías de regulación (Esquema 1), podemos concluir que la regulación negativa de la expresión de 

las proteínas del ciclo del hierro por EPO aumentó la biodisponibilidad de hierro para la eritropoyesis 

activa.  

Además, concluimos que la señal predominante en este modelo combinado es la de 

eritropoyetina.  

En este contexto, el hallazgo a destacar en este trabajo es que reportamos por primera vez que 

la eritropoyetina podría presentar un rol protector en estados de sobrecarga de hierro disminuyendo 
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el exceso de hierro circulante y los depósitos esplénicos, evitando así que el biometal se deposite en 

órganos susceptibles.  

Estos resultados le adjudicarían a la EPO un rol en el tratamiento terapéutico en patologías originadas 

por exceso de hierro. 
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Esquema 1. Manejo del hierro esplénico por los macrófagos de la pulpa roja en estados de Sobrecarga de Hierro (A), 

y Sobrecarga de Hierro + EPO (B). En el esquema se muestra como aumenta o disminuye la expresión de los 

transportadores de hierro DMT1 y ZIP14, los depósitos del biometal como L-ferritina y hemosiderina y la liberación 

de hierro por la vía mediada por el eje hepcidina-FPN. Se muestra como en el modelo combinado la señal de EPO 

resulta ser la señal preponderante. 
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Capítulo 2 

 
Modelo Animal   

Sobrecarga de Hierro y Eritropoyesis. 
 

 

Absorción y movilización 

celular de hierro 

 

Duodeno 

 Hígado  

 Riñón  
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1. INTRODUCCIÓN 

Si bien es ampliamente conocido que el hierro es absorbido a nivel intestinal en los enterocitos 

de las vellosidades intestinales del duodeno y el yeyuno proximal (Frazer y Anderson, 2005), los 

mecanismos de absorción y la transferencia hacia el principal sitio de depósito, el hígado, en estados 

de exceso del biometal son poco comprendidos. 

El transportador DMT1 se localiza en el borde en cepillo de los enterocitos duodenales y 

transporta hierro en estado ferroso hacia el interior celular (Frazer y Anderson, 2005). Canonne-

Hergaux et al. (1999) demostraron la reducción de la expresión de DMT1 cuando se ingieren dietas 

ricas en hierro. 

En nuestro laboratorio se reportó el cambio en la expresión y localización del importador de 

hierro duodenal DMT1 en estados de sobrecarga de hierro (Giorgi y Roque, 2014).  

El exportador FPN se localiza en la membrana basolateral del enterocito y la proteína hepcidina 

es el principal regulador de los depósitos de hierro mediante la degradación de FPN y la regulación 

del eflujo de hierro duodenal. 

Es bien conocido que el hígado es el principal órgano de depósito de hierro en estados de exceso y 

que hepcidina es sintetizada principalmente por este órgano (Park et al. 2001).  

El hígado y el duodeno participan en el control de la biodisponibilidad del hierro a través de la 

regulación de las vías de su movilización celular. 

El riñón además de ser el sitio de síntesis de la eritropoyetina es un importante órgano en la 

regulación del ciclo del hierro.  

La presencia de transportadores de hierro como DMT1 y RTf1 en la membrana apical de las células 

del túbulo proximal renal sugieren la reabsorción de hierro proveniente del filtrado (Zhang et al. 

2007; Smith-Thevenod 2009; Canonne-Hergaux y Gros 2002). 

El exceso de hierro ha sido asociado con daño renal, aumento de la reabsorción de transferrina y 

acumulación tisular de hierro (Smith-Thevenod 2009). 

El hierro en exceso induce la formación de ROS en las células del túbulo proximal y contribuye a la 

progresión de proteinuria y enfermedad renal crónica (Shah et al. 2007). 

Estudios recientes han demostrado otra función no eritropoyética de la EPO revelando el rol de 

la citoquina en la regeneración hepática y renal tanto en estudios in vitro como in vivo (Kim et al. 

2020; Vesey et al. 2004).  
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 En este contexto Kim et al. (2020) coadministraron hierro y eritropoyetina a un modelo animal 

de ratas y observaron la regeneración hepática. 

 La actividad citoprotectora de EPO también ha sido observada en otros tejidos como páncreas, 

pulmón y en neuronas (Fenjves et al. 2003; Bany-Mohammed et al. 1996; Pregi et al. 2006).  

Este capítulo se focaliza en el estudio de la captación, depósito y manejo del hierro por el 

duodeno, hígado y riñón en estados de sobrecarga de hierro y en un modelo combinado de 

sobrecarga de hierro y eritropoyesis con el fin de evaluar si EPO presenta un rol protector sobre 

estos órganos cuando ambos estímulos coexisten. 

Dilucidar la coordinación funcional entre estos órganos es un aspecto central para el estudio de 

enfermedades asociadas a alteraciones del ciclo del hierro.  

1. TEJIDO DUODENAL 

2.1 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE LA HISTOLOGÍA INTESTINAL 

La relación entre estructura y función revela una amplia 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 está cubierta por un epitelio cilíndrico simple 

compuesto principalmente por enterocitos, células caliciformes y células enteroendocrinas.  

Los enterocitos son células cilíndricas que actúan en la digestión y en la absorción 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 Lieberkühn, que se abren a la luz intestinal a través de poros. La base de 

la cripta intestinal contiene células de Paneth, que secretan moléculas antibacterianas, y células 

madres, que se dividen por mitosis para renovarse a sí mismas y para producir las células 

diferenciadas de la mucosa intestinal (Esquema 1). 

 

 

 

 



Resultados 
 

97 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el modelo animal no observamos diferencias en la arquitectura duodenal entre los cuatro 

grupos estudiados (Figura 1), observando una histología conservada en los 4 estados por la tinción 

de hematoxilina y eosina. De color marrón se observó abundante hierro en ambos grupos que 

contenían hierro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1.  Histología duodenal en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro y EPO. 
Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga 
de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción con hematoxilina y eosina 
según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 µm. 

Esquema 1. Histología duodenal.Principios de Anatomía y Fisiología. 

Tortora  
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2.2 EVALUACIÓN DEL HIERRO TISULAR  

Semicuantificación de Hemosiderina 

Observamos presencia de abundante hierro en forma de hemosiderina en el tejido conectivo 

externo del duodeno en ambos grupos inyectados con hierro (Figura 2 B y D).  Dicho pigmento se 

encontraba ausente en el grupo control y en el de EPO (Figura 2 A y C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 2.  Hemosiderina duodenal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga 

de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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2.3 INMUNOEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO DUODENALES 

2.3.1 Transportador de Metales Divalentes 1  

En adecuado hierro se observó que DMT1 se inmunolocaliza en el citoplasma de enterocitos con 

una distribución homogénea, mientras que en sobrecarga de hierro la expresión citoplasmática de 

DMT1 se identificó en la zona perinuclear (Figura 3 B). En presencia de eritropoyetina se observó el 

cambio de localización del importador de forma membranácea, siendo ésta la señal predominante en 

el grupo combinado (Figura 3 D) sugiriendo una mayor captación de hierro duodenal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Inmunomarcación de DMT1 duodenal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo primario anti-

DMT1 seguida de tinción de hematoxilina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 

μm.  
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2.3.2 Transportador ZIP14  

En condiciones basales y en presencia de EPO se observó una marcada expresión de ZIP14 

localizado en la membrana celular del enterocito y en el citoplasma celular (Figura 4 A y C).  

En ambos grupos con hierro se observó una marcada disminución de la expresión de ZIP14 (Figura 

4 B y D) que nos conduce a hipotetizar la presencia de un mecanismo protector en exceso de hierro 

para disminuir la captación celular.  

La señal de hierro es la señal predominante en el grupo combinado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Inmunomarcación de ZIP14 duodenal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de tinción de 

hematoxilina lo descripto en materiales y métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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2.3.3. Control negativo de inmunomarcación 

El control negativo duodenal para las proteínas clave del ciclo del hierro estudiadas no mostró 

marcación al ser incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. HÍGADO 

3.1 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE LA HISTOLOGÍA HEPÁTICA 

 

El hígado es un órgano de depósito de hierro por excelencia, que se sitúa en la parte superior 

derecha de la cavidad abdominal, por debajo del diafragma y por encima del estómago, riñón derecho 

y del intestino.  

El hígado cumple múltiples funciones basadas en sus características estructurales y en el aporte de la 

sangre desde la circulación sistémica y la circulación portal desde la vena porta. Los lóbulos hepáticos 

están formados por unidades más pequeñas llamadas lobulillos, llamados unidades funcionales 

hepáticas.  

Figura 5. Control negativo duodenal. El tejido se procesó para inmunohistoquímica utilizando PBS en 

lugar del anticuerpo primario seguido de tinción de hematoxilina según lo descripto en Materiales y 

Métodos. La barra representa 20 μm.  
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Los lobulillos tienen una estructura hexagonal característica con una vena lobulillar central. En los 

vértices del hexágono se localiza la tríada portal formada por la vena porta, la arteria hepática y el 

conducto biliar (Esquema 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No observamos diferencias con la tinción de hematoxilina y eosina en ninguna de las 4 condiciones 

evaluadas en el modelo animal estudiado (Figura 6). Se observa coloración marrón por la presencia de 

hierro los macrófagos hepáticos, células de Kupffer, en ambas condiciones inyectadas con hierro (Figura 

6 B y D). 

 

 

 

 

Esquema 2. Histología hepática. 
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3.2 EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO HEPÁTICO 

3.2.1 Cuantificación de hierro tisular 

Como se muestra en la figura 7 se detectó un aumento significativo del nivel de hierro tisular 

en el grupo de animales inyectado con hierro (839 ± 133 µmoles de hierro/g de tejido) respecto al 

grupo control (52 ± 17,2 µmoles de hierro/g de tejido) y al de EPO (28,8 ± 12 µmoles de hierro/g de 

tejido) indicando la eficiencia de la sobrecarga de hierro.  

 En el grupo combinado (535 ± 40,6 µmoles de hierro/g de tejido) observamos una disminución 

significativa del nivel de hierro respecto al grupo de sobrecarga de hierro (Figura 7) sugiriendo el rol 

protector de EPO que se manifiesta disminuyendo los depósitos de hierro hepáticos en estados de 

exceso. 

Figura 6.  Histología hepática en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro y EPO. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga 

de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de hierro+ EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción con hematoxilina 

y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 µm. 
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3.2.2 Semicuantificación de Hemosiderina  

En el grupo control y en el grupo de EPO observamos ausencia del pigmento hemosiderina 

(Figura 9 A y C) reflejando los grandes depósitos de hierro en el grupo de sobrecarga de hierro se 

observó abundante hemosiderina.  

En el grupo combinado observamos una disminución del pigmento respecto a la condición de 

sobrecarga (Figura 9 B y D). Los depósitos de hierro en forma de hemosiderina se semicuantificaron 

utilizando una escala arbitraria (de 0 a 3) en donde 0 indica ausencia de hemosiderina y 3 abundante 

hemosiderina (Figura 8). 
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Figura 8. Semicuantificación de depósitos de hierro hepático como hemosiderina. Valores expresados en 

unidades arbitrarias. 
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3.3 INMUNOEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO HEPÁTICAS 

3.3.1 Transportador de Metales Divalentes 1 

En condiciones basales detectamos moderada inmunomarcación del transportador de 

metales divalentes distribuida de manera homogénea en el citoplasma de los hepatocitos (Figura 

10 A).  

En presencia de hierro el transportador DMT1 no fue detectado, sugiriendo un mecanismo 

protector para disminuir la captación celular del biometal mediante este transportador (Figura 10 

B).  

De manera contraria la señal de eritropoyetina aumentó su expresión citoplasmática y también se 

expresó en la membrana celular indicando una mayor captación celular de hierro (Figura 10 C). La 

señal predominante en el grupo combinado fue la señal de hierro (Figura 10 D). 

Figura 9.  Observación de hemosiderina hepática. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y 

Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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Figura 10.  Inmunomarcación de DMT1 en hígado. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida de tinción de Perl´s 

según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.3.2 Transportador ZIP14  

Tanto en condiciones basales como en el grupo inyectado con eritropoyetina no se observó 

expresión del transportador ZIP14 (Figura 11 A y C) sugiriendo que ZIP14 en estas condiciones no 

cumpliría un rol predominante en la captación de hierro en el hepatocito.  

En ambos grupos con hierro se observó una marcada expresión de ZIP14 (Figura 11 B y D) indicando 

que ZIP14 sería el transportador responsable de la sobrecarga de hierro hepática. La señal de hierro 

fue la señal preponderante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3 Proteína de depósito L-ferritina 

En los hepatocitos del grupo control se observó una moderada marcación citoplasmática de L-

ferritina (Figura 12 A) demostrando los depósitos de hierro hepáticos en condiciones basales. La señal 

de eritropoyetina condujo a la disminución de la expresión de esta proteína (Figura 12 C) sugiriendo 

Figura 11.  Inmunomarcación de ZIP14 hepático. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de tinción de 

Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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la depleción de los depósitos de hierro hepático frente a la eritropoyesis activa. Por el contrario, el 

exceso de hierro condujo a un aumento de la expresión de L-ferritina (Figura 12 B) siendo su 

marcación muy intensa reflejando el aumento en los depósitos del biometal. En el grupo combinado 

la señal predominante fue la de EPO (Figura 12 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

3.3.4 Prohepcidina 

En 1998 Ganz et al. llamaron hepcidina a una nueva molécula de 25 aminoácidos debido a que 

su ARNm estaba altamente expresado en hígado y presentaba actividad microbicida in vitro. 

Hepcidina se sintetiza en hepatocitos como un largo péptido inactivo pre-prohepcidina compuesto 

por un péptido señal y prohepcidina de 60 aminoácidos. Prohepcidina es posteriormente clivada por 

la furina convertasa para generar la hepcidina madura.  

A B 

C D 

Figura 12.  Inmunomarcación de L-ferritina hepática. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-L-ferritina seguida de tinción de 

Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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En el modelo combinado de sobrecarga de hierro y eritropoyetina determinamos la expresión 

de prohepcidina hepática por inmunohistoquimica. Observamos una leve expresión de prehepcidina 

en condiciones basales (Figura 13 A) y un aumento de su expresión en hepatocitos en presencia de 

hierro (Figura 13 B).  En presencia de EPO prohepcidina disminuye su expresión y en el grupo 

combinado la señal de EPO es la predominante (Figura 13 C y D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.5 Control negativo de inmunomarcación 

El control negativo de inmunomarcación de las proteínas clave del ciclo del hierro generado 

incubando a las secciones de tejido hepático con PBS en lugar del anticuerpo primario no mostró 

marcación (Figura 14) 
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C D 

Figura 13.  Inmunomarcación de prohepcidina hepática. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-prohepcidina seguida 

de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

Figura 14. Control negativo hepático. El tejido se 

procesó para inmunohistoquímica utilizando PBS en 

lugar del anticuerpo primario seguido de tinción de 

Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos. 

La barra representa 20 μm.  
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4.RIÑÓN 

4.1 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE LA HISTOLOGÍA RENAL 

Los riñones son órganos pares que se localizan en la pared abdominal por detrás del peritoneo. La 

cara medial de cada riñón 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 riñón muestra dos regiones, una externa o corteza y una interna o médula, 

formadas por la disposición organizada de las nefronas, vasos sanguíneos, vasos linfáticos y nervios.  

La médula se divide en áreas denominadas pirámides renales. La base de la pirámide se origina en la 

zona corticomedular y el ápice termina en una papila que drena la orina en los cálices menores y, 

posteriormente, en los cálices mayores que terminan en la pelvis renal, que se continúa con el uréter que 

lleva la orina desde la pelvis renal a la vejiga urinaria.  

La nefrona es la unidad funcional renal y se compone de un corpúsculo renal o glomérulo, túbulo 

proximal, asa de Henle ascendente y descendente, túbulo distal y sistema de túbulos colectores (Esquema 

3).  

El glomérulo está formado por los capilares y la cápsula de Bowman. Cada segmento tubular está 

formado por células que realizan funciones de transporte específicas. Las células del túbulo proximal 

tienen una membrana apical amplificada por vellosidades, o borde en cepillo, que está solo presente en 

este túbulo. La membrana basolateral (lado sanguíneo de estas células) presenta numerosas 

invaginaciones con mitocondrias.  

En nuestros estudios, las estructuras tubulares corticales fueron identificadas aplicando criterios 

morfológicos basados en las características celulares del epitelio tubular renal.  

El túbulo proximal fue identificado por su epitelio característico de células cúbicas y su distribución 

principalmente en la corteza renal. Para diferenciar los segmentos S1, S2 y S3 del túbulo proximal nos 

basamos en su epitelio y en su ubicación. 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 límite entre la corteza y la 

zona externa medular. Las características histológicas también nos permitieron diferenciar los distintos 

segmentos proximales por el diámetro de su luz tubular, porque en los segmentos S1 y S3 es característico 

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 túbulo ascendente 

grueso de Henle y distal tienen abundantes mitocondrias y extensos plegamientos en la membrana 

basolateral.  
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El 80 % de las nefronas, denominadas “nefronas superficiales”, están en la corteza renal y el 20 % 

restante, llamadas “nefronas yuxtamedulares”, están en la médula interna. El glomérulo de las nefronas 

yuxtamedulares se localiza en la corteza adyacente a la médula. Ambos subtipos de nefronas difieren 

anatómicamente en aspectos con relevancia funcional, en las yuxtaglomerulares el asa de Henle es más 

larga que en las superficiales y la arteria eferente forma los vasos rectos además de los capilares 

peritubulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En nuestro modelo animal no observamos diferencias en la arquitectura renal en corteza (Figura 15), 

ni en médula (Figura 16) en ninguna de las 4 condiciones estudiadas al observar a los tejidos teñidos con 

hematoxilina y eosina. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3. Estructura funcional renal 
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Figura 15.  Histología de la corteza renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de 

Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción con hematoxilina y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 µm. G: glomérulo, TD: túbulo distal, P S1: túbulo proximal segmento S1, P S2: túbulo proximal 

segmento S2; P S3: túbulo proximal segmento S3. 
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4.2 EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO RENAL 

    4.2.1 Cuantificación de hierro tisular 

Al cuantificar el nivel de hierro tisular renal observamos un aumento significativo en el grupo de 

sobrecarga de hierro (9,06 ± 0,98 µmoles de hierro/g de tejido) y en el de sobrecarga de hierro y EPO (8,47 

± 0,60 µmoles de hierro/g de tejido) respecto a las condiciones basal (1,82 ± 0,78 µmoles de hierro/g de 

tejido) y EPO (2,35 ± 1,36 µmoles de hierro/g de tejido) (Figura 17) indicando el estado de exceso del 

biometal. 

 

Figura 16.  Histología de la médula renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga 

de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción con hematoxilina y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 µm.  
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4.2.2 Semicuantificación de hierro tisular como Hemosiderina  

En los grupos control y EPO observamos escasa hemosiderina (Figura 19 A y C) mientras que la 

misma fue abundante en el grupo de sobrecarga de hierro localizándose a nivel glomerular y a 

nivel del túbulo proximal en los segmentos S1, S2 y S3 encontrándose ausente en el túbulo distal 

(Figura 19 B). En el grupo combinado observamos una disminución de presencia de hemosiderina 

mediante la semicuantificación por un score (Figura 18). En ambos grupos con hierro se observó 

también presencia de hemosiderina en médula (Figura 20 B y C). 
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Figura 17. Cuantificación de hierro renal. Valores expresados en µMoles de 

hierro/g de tejido. **p<0,01 
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Figura 18. Semicuantificación de depósitos de hierro renal como hemosiderina. 

Valores expresados en unidades arbitrarias. 
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Figura 19.  Observación de hemosiderina en corteza renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). 

La barra representa 20 μm.  
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Figura 20.  Observación de hemosiderina en médula renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). 

Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo 

descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 INMUNOEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO RENALES 

4.3.1 Transportador de Metales Divalentes 1 

En el grupo basal y en EPO se observó la expresión intracitoplasmática de DMT1 de manera 

homogénea en el túbulo proximal principalmente en el segmento S2 de la corteza renal (Figura 21 

A y C). En ambos grupos con hierro se observó una disminución de la marcación de DMT1 en estos 

segmentos sugiriendo una menor captación de hierro en estados de exceso favoreciendo su 

eliminación en la orina y protegiendo a las células renales (Figura 21 y 22 B y D). 

Además, se observó marcación del importador en médula renal en condiciones basales y en EPO 

y el mismo patrón de disminución fue registrado en presencia de hierro (Figura 23). 
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Figura 21.  Inmunomarcación de DMT1 en corteza renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida de tinción de Perl´s según lo descripto 

en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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Figura 22.  Inmunomarcación de DMT1 en corteza renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida de 

tinción de Perl´s según lo descripto en materiales y métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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4.3.2 Expresión de ZIP14 

En el grupo control se observó una leve marcación del importador en la corteza renal con 

distribución homogénea en el citoplasma del túbulo proximal sobre todo en el segmento S2 

(Figura 26 A), siendo en presencia de EPO muy tenue (Figura 26 C). En presencia de hierro ZIP14 

aumentó su expresión encontrándose intensamente marcado en los mismos segmentos de la 

corteza indicando una mayor captación de hierro desde el filtrado vía ZIP14 (Figura 24 B y 25 B). 

También se lo encontró en médula (Figura 26 B).  

En el grupo combinado la señal predominante fue la de eritropoyetina sugiriendo una 

menor captación celular de hierro por ZIP14 y su mayor eliminación en la orina (Figura 26 D). 

 

Figura 23.  Inmunomarcación de DMT1 en médula renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida de tinción 

de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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Figura 24.  Inmunomarcación de ZIP14 en corteza renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de tinción de Perl´s según 

lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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Figura 25.  Inmunomarcación de ZIP14 en corteza renal. Grupo control (A). Grupo Ssobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D) Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de tinción de Perl´s 

según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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4.3.3 Prohepcidina 

En presencia de hierro observamos mayor expresión del propéptido de hepcidina sobre todo en los 

segmentos S2 del túbulo proximal, sugiriendo una mayor expresión de hepcidina y en consecuencia 

una menor expresión de FPN por el eje regulatorio hepcidina-ferroportina (Fiura. 27 B). Lo opuesto 

se observó en presencia de EPO en donde la expresión de prohepcidina disminuyó (Figura 27 C). La 

señal predomínate en el grupo combinado fue la señal de hierro (Figura 27 D). 
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Figura 26.  Inmunomarcación de ZIP14 en médula renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo 

Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de tinción de Perl´s según 

lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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4.3.4 CONTROL NEGATIVO DE INMUNOMARCACIÓN 

El control negativo para las proteínas del ciclo del hierro estudiadas no reveló marcación (Figura 28) 

 

 

Figura 27.  Inmunomarcación de prohepcidina en corteza renal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D)Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-prohepcidina seguida de 

tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

Figura 28. Control negativo renal. El tejido se 

procesó para inmunohistoquímica utilizando PBS 

en lugar del anticuerpo primario seguido de 

tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales 

y Métodos. La barra representa 20 μm.  
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1. DUODENO 

1.1 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

Se conoce que la homeostasis del hierro es mantenida gracias al balance entre la captación de 

hierro dietario por los enterocitos duodenales y el reciclaje de hierro proveniente de los eritrocitos 

senescentes mediante el sistema reticuloendotelial (Nicolas et al. 2001). 

El duodeno es el sitio de mayor absorción de hierro por lo que se ha propuesto la existencia de 

transportadores a nivel de la membrana apical de los enterocitos y en la superficie basolateral para 

transferir el biometal a circulación (Morgan, 1996). 

Estudios de Manis, Schachter y Werby mostraron que la absorción de hierro intestinal ocurre en 

el duodeno proximal y es regulada en dos etapas. En primer lugar, ocurre la captación de hierro por 

los enterocitos y el posterior depósito citoplasmático como ferritina o su liberación a circulación. 

La captación en la membrana apical es mediada principalmente por el transportador de metales 

divalentes DMT1 y la reducción previa del hierro férrico de la dieta es llevada a cabo por la enzima 

reductasa Dcytb (Andrews, 1999). El flujo de hierro desde el enterocito hacia la circulación es medida 

por el exportador ferroportina (FPN) que también está involucrado en la liberación de hierro en otros 

tipos celulares como los macrófagos (Donovan et al. 2005). 

La proteína ZIP14 es un transportador transmembrana de iones metálicos altamente expresado 

en hígado, corazón y páncreas (Zhao et al. 2010) que media la captación de hierro no unido a 

transferrina NTBI así como también participa en la asimilación de hierro desde la transferrina a nivel 

endosomal (Liuzzi et al. 2006) 

La cantidad de hierro que se absorbe de la dieta por los enterocitos es influenciada por varios 

factores entre ellos el contenido de hierro en depósitos, la eritropoyesis, la hipoxia y la inflamación 

(Frazer y Anderson 2005).  

Por este motivo nos propusimos evaluar la expresión de dos importadores de hierro DMT1 y ZIP14 

en nuestro modelo combinado de Sobrecarga de Hierro + EPO evaluando cual es la señal 

predominante y si existe un mecanismo protector celular mediado por EPO en duodeno. 

1.1.1 Importador de hierro DMT1 

En enterocitos mostramos la presencia del importador DMT1 en condiciones basales con una 

distribución citoplasmática homogénea. Estos resultados están en concordancia con los estudios de 
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Trinder et al. (2000) quienes observaron la localización citoplasmática con una ligera distribución 

hacia la zona apical. Mientras que Andrews (1999) observó la localización apical neta. 

En exceso de hierro observamos un cambio de localización hacia la zona perinuclear que podría 

implicar una menor participación de este transportador en la importación del biometal mientras que 

en presencia de EPO la localización en la membrana apical indicaría lo contrario. De esta forma frente 

a una disminución de hierro, en este caso debido a su utilización en la eritropoyesis activa,  

aumentaría la captación del mismo vía el transportador de metales divalentes DMT1, siendo ésta la 

señal preponderante cuando ambos estímulos coexisten.  

En este contexto Canonne-Hergaux et al. (1999) reportaron que la expresión de DMT1 se 

reduce cuando se ingieren dietas ricas en hierro mientras que aumenta con dietas deficientes de 

hierro.  

En contraposición con nuestros resultados Theurl et al. (2005) reportaron el aumento de la 

expresión del importador DMT1 duodenal frente al exceso de hierro en un modelo animal sugiriendo 

una mayor captación del biometal por los enterocitos y la acumulación del mismo en su interior. 

La disminución de DMT1 duodenal observada en exceso de hierro, podría ser el resultado de 

un mecanismo de regulación post-transcripcional mediado por el sistema IRE-IRP. Las proteínas 

citoplasmáticas IRP poseen alta afinidad de unión a segmentos IRE presentes en el ARNm de ciertas 

proteínas, siendo esta interacción dependiente de la disponibilidad celular del hierro (Muckenthaler 

et al. 2008).  

Han sido caracterizadas dos tipos de IRPs identificadas como IRP1 e IRP2 (Wallander et al. 2006). 

Cuando el hierro celular es elevado, la proteína IRP1 se encuentra acoplada al cluster Fe-S, por lo que 

pierde su capacidad de unión a los segmentos IRE del ARNm de proteínas del hierro (Haile et al. 

 1992). La regulación de IRP2 por el exceso de hierro involucra la degradación proteosomal de la 

proteína (Guo et al. 1995). Por lo tanto, en exceso de hierro disminuye la interacción de las proteínas 

IRPs con el segmento IRE localizado en el extremo 3´ del ARNm de DMT1, lo que produce la 

desestabilización del transcripto disminuyendo su traducción (Andrews 1999).  

En este sentido, el elevado nivel de hierro presente en el modelo de Sobrecarga de Hierro 

dificultaría la unión de IRPs al segmento IRE del ARNm de DMT1, lo que disminuiría su traducción en 

duodeno.  



Discusión 
 

126 
 

Estudios previos de Núñez y colaboradores (2010) reportaron la disminución de DMT1 

duodenal en ratas sometidas a una dosis intragástrica de hierro. Además, de la movilización celular 

de DMT1 desde la membrana apical hacia la basolateral, confirmando que el exceso de hierro induce 

una redistribución de DMT1 en las células duodenales para disminuir su captación. 

1.1.2 Importador ZIP14 

En el Modelo Animal mostramos la presencia del transportador ZIP14 en membrana y 

citoplasma celular de los enterocitos en condiciones basales indicando que este transportador se 

encuentra involucrado en la captación de hierro duodenal.  

Por otra parte, la reducción de la expresión de ZIP14 observada en exceso de hierro nos 

conduce a hipotetizar la existencia de un mecanismo protector a nivel duodenal para disminuir la 

captación del biometal frente a estados de exceso del mismo.  

La señal de hierro fue la señal preponderante observada en el grupo de Sobrecarga de Hierro + EPO. 

Se desconoce el mecanismo regulatorio de ZIP14 dado que no posee segmentos IRE-IRP. 

La mayor captación celular de hierro mediada por EPO sería vía los transportadores DMT1 y 

ZIP14 además de la mayor liberación hacia circulación por el exportador celular FPN (Esquema 1).  

En este sentido, estudios previos desarrollados en nuestro laboratorio detectaron la presencia 

de FPN en enterocitos en condiciones basales con una localización basolateral mientras que frente a 

hierro esa localización se dispersaba (D´Anna y Roque, 2013).  

En condiciones de hipoxia en donde los niveles de EPO aumentan se observó el aumento de la 

expresión de FPN en la superficie basolateral sugiriendo un mayor transporte de hierro a la 

circulación (D´Anna y Roque, 2013). Frente a ambos estímulos, hipoxia y sobrecarga de hierro, la 

señal de hipoxia fue la preponderante (D´Anna y Roque, 2013).   

De esta forma FPN podría formar parte de una vía de señalización en los enterocitos mediante 

la cual el eritrón comunica las necesidades de hierro para expandir el compartimiento eritroide sin 

importar el hierro sistémico (Li y Ginzburg, 2010). Así se relaciona la captación duodenal de hierro de 

la dieta con la eritropoyesis a pesar de los depósitos de hierro (D´Anna y Roque, 2013). 
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1.2 CONCLUSIONES 

A partir de estos resultados postulamos la participación de los transportadores DMT1 y ZIP14 

en la captación de hierro duodenal en condiciones basales. Asimismo, mostramos que la localización 

y la expresión de DMT1 y ZIP14 responden al hierro sugiriendo la presencia de un mecanismo 

protector para disminuir su captación en estados de exceso.  

La señal EPO resultó predominante en la expresión de DMT1 originando un cambio en la 

localización desde el citoplasma a la membrana apical, produciendo mayor captación de hierro 

necesario para la eritropoyesis activa (Esquema 1 B).  

De esta manera concluimos que EPO no posee un mecanismo protector a nivel duodenal como 

observamos en otros tejidos, sino que su acción es independiente de los depósitos de hierro. En el 

caso del transportador ZIP14 la señal preponderante fue la de hierro mostrando una menor captación 

en estados de sobrecarga (Esquema 1 A). 
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2.HÍGADO 

2.1 CONTENIDO DE HIERRO   

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro observamos un marcado aumento de la 

expresión de L-ferritina y hemosiderina principalmente en los macrófagos hepáticos o células de 

Kupffer indicando que el hígado es capaz de almacenar hierro en concordancia con datos previos 

hallados en nuestro laboratorio (D´Anna y Roque 2013, Giorgi y Roque 2014). Este mecanismo 

Esquema 1. Regulación del metabolismo del hierro en duodeno. Captación y depósitos en el Modelo 

Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. En Sobrecarga de Hierro (A) disminuye la captación celular de 

hierro por el cambio de localización de DMT1 y la disminución de la expresión de ZIP14. Existen mayores 

depósitos del biometal en forma de hemosiderina. En el Modelo de Sobrecarga de Hierro + EPO (B) se 

observó que la señal predominante fue la señal de EPO para DMT1 mediando una mayor captación por 

este transportador ocasionando un aumento en los depósitos de hierro como hemosiderina y la señal de 

hierro para ZIP14 ocasionando una disminución de su expresión y así una menor captación del biometal. 
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representaría una ventaja fisiológica para proteger al organismo de los efectos tóxicos del hierro al 

aumentar sus reservas tisulares. 

Whittaker et al. (1996) demostraron hemosiderosis hepática en ratas sometidas a una dieta 

rica en hierro. Además, Theurl et al. (2005) demostraron el aumento de los depósitos de hierro en 

los macrófagos esplénicos y posteriormente en hepatocitos en ratones C57BL/6 inyectados con 

hierro dextrán.  

Es conocido que elevadas dosis de hierro pueden causar hipertrofia hepatocelular, y el posible 

mecanismo del exceso de hierro podría ser el efecto de la formación de especies reactivas de oxígeno 

y la peroxidación lipídica (Whittaker et al 1992, 1994).  

En el Modelo Animal mostramos el efecto protector de la eritropoyetina disminuyendo los 

niveles de hierro hepático. En este contexto, recientemente se ha demostrado el efecto protector no 

eritropoyético de esta citoquina en la regeneración hepática (Kim et al. 2020).  

2.2 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

2.2.1 Proteína de depósito de hierro L-ferritina 

La elevada expresión de ferritina hepática observada en Sobrecarga de Hierro podría explicarse 

por la regulación post-transcripcional del ARNm mediada por la unión de IRPs al segmento IRE 

localizado en el extremo 5´ (Harrison & Arosio, 1996). La inactivación de IRPs por el exceso de hierro 

aumenta la expresión de ferritina debido a que IRP inactiva no se une a IRE, por lo que no bloquea la 

traducción de esta proteína de depósito (Harrison & Arosio, 1996).  

Observamos que en presencia de Eritropoyetina los depósitos de hierro hepático en forma de 

hemosiderina y L-ferritina disminuyen para suministrar a la circulación el hierro necesario para la 

eritropoyesis, o para ser utilizado en la eritropoyesis hepática. Este mecanismo se ha observado en 

diferentes situaciones patológicas como estados de anemia en donde la eritropoyesis medular es 

inefectiva y el hígado es capaz de retomar su función eritropoyética como en la vida fetal (Naughton 

et al. 1979).  

2.2.2 Importador de hierro DMT1 

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro en hígado observamos una marcada disminución 

de la expresión de DMT1 que indicaría que este transportador no es el responsable de los depósitos 

del biometal en estados de exceso, sino que limitaría su captación.  
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Estos resultados concuerdan con estudios de Nam et al. (2013) que reportaron la disminución de los 

niveles proteicos y de ARNm de DMT1 en sobrecarga de hierro.  

La disminución de DMT1 hepático observada frente al exceso de hierro podría ser el resultado 

de la regulación de la isoforma IRE de DMT1 dado que la inactivación de IRPs impide la interacción 

IRE-IRP favoreciendo la degradación del transcripto (Andrews, 1999).  

La localización intracelular de DMT1 en hepatocitos podría indicar que este importador participa 

en la liberación del biometal desde el endosoma al interior celular para su depósito, como fue 

sugerido previamente por Shindo et al. (2006) en células de carcinoma hepatocelular. Esta propuesta 

se basa en las conocidas vías de movilización del hierro en las que DMT1 ha sido involucrado en los 

hepatocitos (Graham et al. 2007).  

En este sentido nuestros resultados se contraponen con los hallados por Trinder et al. (2000) 

quienes observaron una mayor expresión membranácea del importador DMT1 en estados de exceso 

de hierro y la ausencia del mismo en estados de depleción del biometal en un modelo animal 

desarrollado en ratas. En este caso se sugiere que la regulación de DMT1 sería la de la isoforma no 

IRE que abunda en tejido hepático (Trinder et al. 2000). 

Sin embargo, en nuestro Modelo Animal en presencia de EPO los niveles de DMT1 aumentaron 

sugiriendo una mayor captación de hierro mediante este transportador para la eritropoyesis hepática 

mientras que en el Grupo de Sobrecarga de Hierro + EPO la señal predominante fue la respuesta al 

hierro.  

De esta manera postulamos un mecanismo protector en el tejido hepático similar al observado 

en células neuronales, cerebro, páncreas y riñón frente al exceso de hierro para limitar su captación 

vía el transportador DMT1. 

2.2.3 Importador de hierro ZIP14  

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro mostramos el aumento de la expresión de ZIP14 

lo que indicaría que es el transportador responsable de la captación y los depósitos del biometal. En 

este contexto Nam et al (2013) reportaron el aumento de ZIP14 hepático en ratas sobrecargadas de 

hierro.  

La bibliografía soporta nuestra hipótesis dado que el transportador Rtf1 también disminuye su 

expresión en estados de sobrecarga indicando que este transportador al igual que DMT1 tampoco 

sería responsable de los depósitos hepáticos de hierro (Nam et al. 2013).  
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En un modelo murino de hemocromatosis utilizando ratones knockout para SLC39A14 (gen que 

codifica para ZIP14) se observó la disminución de los depósitos de hierro hepáticos y pancreáticos 

(Jenkitkasamwong et al. 2015).  

Otros estudios en ratones han demostrado que el hierro NTBI plasmático es rápidamente y 

eficientemente captado por el hígado, páncreas, riñón y corazón (Bradbury et al. 1994; Wang y 

Knutson 2013).  

De esta forma postulamos a ZIP14 como el transportador responsable de la captación de hierro 

NTBI hepático en estados de exceso de hierro. 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 et al. 2006; Nam 

et al. 2013).  

En un modelo animal de ratas alimentadas con una dieta rica en hierro Nam et al. (2013) 

describieron que el hierro aumentó la expresión de la proteína ZIP14 y no su ARNm en hígado, 

demostrando que ZIP14 sería regulado post-transcripcionalmente.  

Si bien no se conocen claramente los eventos celulares que controlan post-transcripcionalmente 

a ZIP14, Nam et al. (2013) sugirieron los siguientes mecanismos: la inhibición de la traducción, la 

represión de la traducción por micro ARN o el control de la localización del ARNm. 

En presencia de EPO observamos la reducción de la expresión de ZIP14 mientras que en el Grupo 

de Sobrecarga de Hierro + EPO la señal preponderante al igual que para DMT1 fue la señal de hierro 

lo que indicaría que el efecto protector de EPO no es mediado por ninguna de estas proteínas del 

ciclo del hierro. 

2.2.4 Proteína regulatoria hepcidina 

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro observamos que prohepcidina responde al hierro 

aumentando su expresión mientras que en presencia de Eritropoyetina se observó una marcada 

disminución. Este resultado indicaría que frente a estados de exceso de hierro el aumento de la 

expresión de hepcidina disminuiría los niveles de FPN por el eje regulatorio hepcidina-ferroportina 

favoreciendo la acumulación celular de hierro.  

Por el contrario, la evidente disminución de prohepcidina en estados de eritropoyesis activa 

conduciría a una disminución de hepcidina aumentando la expresión de FPN conduciendo a una 

mayor liberación de hierro desde los depósitos hacia la circulación. Se ha observado que frente al 
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exceso de hierro los niveles del ARNm de hepcidina y de la proteína HFE aumentan (Theurl et al. 

2005) 

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO observamos que la señal predominante es 

la señal de eritropoyetina.  

En este sentido, se ha reportado una potente regulación negativa de la expresión de hepcidina 

hepática luego de la administración de eritropoyetina (Nicolas et al. 2002). Otros estudios también 

reportaron la disminución de la síntesis hepática de hepcidina en condiciones de anemia inducida 

por hemólisis (Nicolas et al. 2002). 

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

nuestros estudios evaluamos la expresión tisular de prohepcidina, dado que Valore & Ganz (2008) 

describieron una relación directa entre la síntesis celular de hepcidina y de su pro-péptido 

denominado prohepcidina.  

Por lo tanto, la alta expresión de prohepcidina que detectamos en hígado en sobrecarga, refleja un 

aumento en la síntesis y liberación de hepcidina en el plasma.  

A partir de estos resultados se podría postular que el exceso de hierro sistémico y tisular 

aumentarían la transcripción del gen de hepcidina, debido a que el elevado porcentaje de saturación 

de transferrina y el aumento del hierro hepático activan vías regulatorias que controlan 

transcripcionalmente la síntesis de la hormona (Ganz & Nemeth, 2012).  

Respecto a la regulación de hepcidina por los niveles de hierro intracelular, Ramos E. et al. (2011) 

han propuesto que en la sobrecarga de hierro crónica hepcidina aumenta por el alto contenido de 

hierro hepático a través una regulación dependiente de HJV y BMP6 e independiente de RTf2 y HFE.  

Los estudios de Latour et al. (2016) propusieron que en ratones knock-out para HJV, HJV-HFE y 

HJV-RTf2, BMP6 regularía la síntesis de hepcidina por una vía dependiente del receptor de BMP tipo 

I y tipo II e independiente de HJV, HFE y RTf2, evidenciando un mecanismo de regulación de hepcidina 

diferente al descripto por Ramos E. et al. (2011).  

2.3 CONCLUSIONES 

Concluimos que en Sobrecarga de Hierro el aumento de la expresión de ZIP14 y de prohepcidina 

actuarían en conjunto formando parte de un mecanismo para disminuir la biodisponibilidad de hierro 

circulante y evitar su toxicidad almacenándolo a nivel hepático en forma de L-ferritina y 
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hemosiderina. La disminución de la expresión de DMT1 por hierro indicaría que dicho transportador 

no sería el responsable de la sobrecarga de hierro a nivel hepático (Esquema 2 A).  

La regulación 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 regularía negativamente la 

transcripción de DMT1, mientras que Brasselagnel et al. (2011) describieron que hepcidina induciría 

la internalización y degradación proteosomal de DMT1. 

En presencia de eritropoyetina la disminución de la expresión del transportador ZIP14 reflejaría 

una menor captación celular de hierro. Además, la disminución de la expresión de prohepcidina 

conlleva a un aumento de la liberación de hierro mediado por FPN (Esquema 2 B). Ambos 

mecanismos deplecionan los depósitos de hierro hepático para aumentar la biodisponibilidad de 

hierro a ser utilizado en la eritropoyesis activa.  

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO esta última señal es la predominante 

indicando que EPO podría evitar la acumulación de hierro a nivel hepático y su toxicidad frente en 

estados de exceso de hierro. 

                   

                   

                    

            

         

   

                      

         

           
         

                               

A 



Discusión 
 

134 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 



Discusión 
 

135 
 

 

 

 

 

 

 

3. RIÑÓN 

3.1 CONTENIDO DE HIERRO 

Es conocido que el tejido renal tiene un rol muy importante en la homeostasis del hierro en 

condiciones basales. Algunas enfermedades han sido asociadas con la acumulación de hierro en riñón 

causando daño renal (Kudo et al. 2008).  

 En este trabajo examinamos la función renal en el metabolismo del hierro en estados de 

sobrecarga de hierro y eritropoyesis inducida por inyecciones de eritropoyetina.  

El riñón es un tejido capaz de sobrecargarse de hierro en estados de exceso en forma de 

hemosiderina. La observación de altos niveles de hemosiderina en los segmentos S1 y S2 del túbulo 

proximal nos indican que estos túbulos son los principales sitios que almacenan hierro.  

De esta forma postulamos que la acumulación de hierro en el túbulo proximal podría ser el agente 

etiológico responsable del daño celular renal. En este sentido, Kudo et al. (2008) demostraron que el 

exceso de hierro afectó la función renal e indujo daño de las células epiteliales del túbulo proximal 

con vacuolización, descamación, y necrosis en ratas sobrecargadas de hierro por la administración 

intravenosa de hierro sacarato.  

Por otra parte, mostramos la disminución de los depósitos del biometal en forma de 

hemosiderina tanto en corteza como en médula indicando que la eritropoyetina presenta un rol 

protector sobre el tejido renal frente al exceso de hierro. Estudios recientes soportan nuestros 

resultados al reportar la acción regenerativa de la citoquina sobre riñones transplantados (Liyu Ye et 

al. 2020). 

En este sentido Chen et al. (2015) reportaron que la administración exógena de eritropoyetina 

a ratas con injuria renal, atenúa el daño previniendo la apoptosis de las células tubulares renales, 

Esquema 2. Regulación del metabolismo del hierro en hígado. Captación, depósitos y liberación en el modelo 

combinado de sobrecarga de hierro y eritropoyesis. En Sobrecarga de Hierro (A) aumenta la captación celular de 

hierro que se refleja en mayores depósitos del biometal en forma de hemosiderina y L-ferritina mediado por ZIP14. La 

disminución de la expresión de DMT1 implicaría un mecanismo protector para limitar la captación celular de hierro en 

exceso. En cuanto al eje hepcidina-ferroportina se mostró un aumento de la expresión de prohepcidina que se 

reflejaría en un aumento de hepcidina conduciendo finalmente a una disminución de FPN y una menor liberación de 

hierro a circulación, contribuyendo al aumento de los depósitos de hierro. En el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (B) 

se observó que la señal predominante fue la señal de hierro para DMT1 y ZIP14 aumentando la captación del hierro 

en exceso vía ZIP14 cumpliendo con su rol de órgano de depósito para proteger a otros tejidos más susceptibles sin 

embargo la expresión de prohepcidina siguió la señal de EPO mediando su mecanismo protector mediante la 

liberación de hierro a circulación para disminuir los depósitos del mismo y que se utilice en la eritropoyesis. 
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restablece la función renal, previene la apoptosis de las células tubulares, y promueve la proliferación 

celular.  

En este contexto Lin et al. (2013) demostraron el efecto protector de EPO en ratas sometidas a 

ejercicio continuo y daño renal crónico demostrando la inhibición de la apoptosis y la formación de 

fibrosis intersticial por la activación de la vía PI3K/Akt. Imamura et al. (2007) demostraron que la 

eritropoyetina protege al riñón de los daños ocasionados por la isquemia y reperfusión mediante la 

  t v   ó    l    t      u  bl          x     α (    α),    l       l    g       ó  tubul  . 

3.2 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

3.2.1 Importador de hierro DMT1 

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro mostramos una marcada disminución de la 

expresión del importador DMT1 indicando que este transportador no sería el responsable de la 

captación celular de hierro favoreciendo la excreción de hierro en la orina como parte de un 

mecanismo de protección renal. 

La excreción renal de cationes divalentes es la principal forma de control de los niveles de los 

mismos, sin embargo, poco es conocido sobre el manejo de hierro por el riñón. Wareing et al. (2000) 

reportaron la presencia de hierro en el ultrafiltrado y que la mayoría del hierro filtrado es reabsorbido 

en los túbulos renales. Varios estudios demostraron la expresión del importador DMT1 en túbulos 

renales en ratas y ratones (Ferguson et al. 2001, Cannone-Hergaux y Gros 2002).  

 La disminución de DMT1 observada en los segmentos S2 del túbulo proximal y en la médula 

interna en exceso de hierro, podría explicarse por la degradación del ARNm de DMT1 por la 

inactivación de las proteínas citosólicas IRPs cuando el nivel celular de hierro es alto, postulando una 

regulación post-transcripcional similar a la identificada en duodeno (Canonne-Hergaux et al. 1999).   

En este sentido Canonne- Hergaux y Gros (2002) reportaron que bajo una dieta deficiente de 

hierro la expresión de DMT1 en ratones aumenta. Soportando nuestros resultados Wareing et al. 

(2003) demostraron la disminución de la expresión del importador en ratas sometidas a dietas ricas 

en hierro.  

 Tchernitchko et al. (2002) demostraron la presencia de ambas isoformas, IRE y no IRE en riñón de 

ratón.  
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En condiciones basales observamos la localización intracelular del transportador en los túbulos 

proximales sobre todo en el segmento S2 y en médula sugiriendo su rol en el transporte de hierro.  

Esta localización de DMT1 en las células tubulares proximales y de la médula interna, podría 

sugerir la participación de DMT1 en la captación del hierro unido a transferrina contribuyendo al 

mantenimiento de la homeostasis del hierro en el riñón.  

La localización del importador en la bibliografía varía entre subapical, apical e intracelular 

dependiendo del modelo animal empleado demostrando su rol en la captación de hierro desde el 

filtrado, pero también su importancia en endosomas y lisosomas (Abouhamed et al 2006; Canonne-

Hergaux y Gros 2002).  

En el grupo de Sobrecarga de Hierro + EPO mostramos que la señal preponderante es la de 

hierro indicando que el mecanismo protector de eritropoyetina no sería mediado por este 

transportador.  

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio mostraron abundante expresión intracelular 

cerca de la membrana apical de DMT1 en condiciones basales mientras que en un modelo de anemia 

hemolítica se observó aumento de la expresión sobre todo en los segmentos S2 del túbulo proximal 

(Veuthey, D´Anna y Roque 2008).  

La regulación de DMT1 en el riñón sería dependiente de las necesidades sistémicas de hierro, 

reflejando su función en la captación renal de hierro (Veuthey, D´Anna y Roque 2008). 

De esta forma postulamos que frente al exceso de hierro el riñón posee un mecanismo 

protector para limitar la captación celular de hierro y aumentar su excreción en la orina mediante la 

disminución de la expresión del transportador DMT1. 

Ludwiczek et al. (2005) detectaron la presencia de ARNm de la ferrireductasa Dcytb en riñón 

sugiriendo que al igual que ocurre en intestino sería la proteína de membrana encargada de la 

reducción del hierro férrico a estado ferroso para poder ser internalizado por el importador DMT1. 

3.2.2 Importador de hierro ZIP14 

En condiciones basales Identificamos la presencia de ZIP14 en las células de los túbulos 

proximales y de la médula interna sugiriendo que ZIP14 participaría en la captación del hierro libre 

del ultrafiltrado glomerular.  
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Se ha descripto que ZIP14 participa en la movilización endosomal de hierro, compitiendo con 

DMT1 en el transporte del hierro desde el interior del endosoma hacia el citoplasma en células 

pancreáticas y hepáticas (Zhao et al. 2010; Nam et al. 2013).  La localización apical de este 

transportador ha sido previamente caracterizada en una línea celular del epitelio renal (células 

MDCK) en condiciones basales (Girijashanker et al. 2009). Recientemente van Raaij et al. (2019) 

demostraron la presencia de ZIP8 y ZIP14 en la membrana plasmática de células epiteliales de túbulo 

proximal humanas (ciPTECs) al incubarlas con 55Fe.  

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro mostramos el marcado aumento de la expresión 

citoplasmática de ZIP14 en los segmentos S2 del túbulo proximal. En este contexto se propone que 

ZIP14 podría estar involucrado en el transporte endosomal de hierro NTBI y también mediar la 

captación celular de hierro TBI. 

De manera novedosa mostramos en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO que este 

transportador sigue como señal predominante a la señal EPO disminuyendo su expresión, de esta 

manera postulamos que el mecanismo protector mediado por la eritropoyesis activa es a través de 

la disminución de la captación de hierro desde el filtrado vía ZIP14. 

Otro aporte de nuestros estudios es el marcado aumento cortical de ZIP14 en Sobrecarga de 

Hierro que evidencia su función en la captación del hierro en exceso, en coincidencia con la actividad 

de ZIP14 descripta en hígado, páncreas, cerebro y células de neuroblastoma. El aumento de ZIP14 en 

las células epiteliales del túbulo proximal explicaría la sobrecarga observada en estos túbulos.  

Si bien hasta el presente no se conocen claramente los mecanismos que regulan la expresión 

de ZIP14 por hierro, Nam et al. (2013) describieron que el aumento de ZIP14 en exceso de hierro 

sería mediado por un control post-transcripcional. 

3.2.3 Proteína regulatoria hepcidina 

La proteína hepcidina es un componente clave en la homeostasis del ciclo del hierro actuando 

como un regulador negativo de la absorción de hierro a nivel intestinal y de la liberación desde los 

macrófagos (Nicolas et al. 2001).  

Si bien se conoce que ésta hormona es mayormente sintetizada a nivel hepático (Park et al. 

2001), existe evidencia de que el péptido bioactivo podría tener un rol a nivel renal y del tracto 

urinario (Ferguson et al. 2003; Wareing et al. 2003).  
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Ha sido demostrado que hepcidina no solo es eliminada por el riñón, sino que también se 

sintetiza en el sistema tubular renal (Kulaksiz et al. 2005). Por tanto, la hepcidina renal puede ser 

derivada de la circulación, proveniente del plasma filtrado o producida a nivel local por las células 

tubulares. 

 La localización de hepcidina en el polo apical de las células de los túbulos renales sugiere que 

puede ser eliminada hacia la orina (Kulaksiz et al. 2005).  

En nuestro laboratorio se observó la presencia de prohepcidina en condiciones basales 

asociada a la membrana basal sugiriendo posiblemente su interacción con el exportador 

Ferroportina, molécula propuesta como receptor de hepcidina (Veuthey, D´Anna y Roque 2008).  

Esta localización observada de prohepcidina a nivel basal sugeriría la posible liberación del péptido 

hepcidina hacia la circulación (Veuthey, D´Anna y Roque 2008) 

Además, la presencia de hepcidina a nivel renal implica su participación en la regulación del ciclo 

del hierro a nivel de este tejido posiblemente en conexión con el importador de hierro DMT1.  

En este sentido, Moulouel et al. (2013) reportaron que al incubar células OK con hepcidina exógena 

DMT1 fue internalizado demostrando que dicho transportador es un blanco de hepcidina. 

En el Modelo Animal de EPO mostramos la disminución de la expresión de prohepcidina en el 

túbulo proximal indicando la regulación negativa entre EPO y hepcidina.  

En este sentido, estudios previos desarrollados en nuestro laboratorio demostraron que los elevados 

niveles de EPO presentes en el estado de anemia hemolítica fueron responsables de la regulación 

negativa de los niveles de hepcidina hepática y la baja expresión del péptido a nivel renal (Veuthey, 

D´Anna y Roque, 2008).  

Todavía no es del todo claro como la hipoxia y la señal de EPO se relacionan con la síntesis y expresión 

de prohepcidina. 

La disminución de la expresión de prohepcidina podría indicar un aumento de la expresión del 

exportador de hierro FPN vía el eje regulatorio hepcidina-FPN sugiriendo que en estados de 

eritropoyesis activa el hierro se reabsorbe y vuelve a circulación para ser utilizado en la síntesis de 

hemoglobina. 
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Al igual que en el tejido hepático en exceso de hierro en riñón identificamos una elevada 

expresión de prohepcidina por lo que postulamos la existencia de un mecanismo regulatorio común 

en ambos tejidos.  

Una hipótesis que explicaría el aumento de prohepcidina en exceso de hierro, se basa en el 

control transcripcional del gen de hepcidina por el alto porcentaje de saturación de transferrina y por 

el aumento del hierro celular a través de una vía mediada por las proteínas morfogenéticas óseas 

(BMP) y SMADs.  

Se conoce que la unión de la transferrina diférrica (Tf-Fe) al RTf1 produce el desplazamiento de 

la proteína HFE desde el RTf1 hasta el RTf2 (Pantapoulos, 2008). Como fue mencionado 

anteriormente, el complejo RTf2-HFE se estabiliza por la interacción de Tf-Fe aumentando la síntesis 

de BMP6 (Rishi et al. 2015).  

Luego, BMP6 interaccionaría con su co-receptor HJV y con su receptor RBMP desencadenado la 

fosforilación de SMAD1/5/8 (Rishi et al. 2015).  

 Finalmente, las proteínas SMADs fosforiladas (pSMAD1/5/8) formarían un complejo con SMAD4 

que translocaría al núcleo y activaría la transcripción del gen de hepcidina (De Domenico et al. 2007).  

Postulamos que el aumento de la expresión de hepcidina y la disminución de la expresión de 

DMT1 que observamos en riñón en presencia de hierro podrían reflejar una función modulatoria 

negativa de hepcidina sobre la captación renal de hierro para limitar su importación. 

 En coincidencia con nuestra hipótesis, estudios realizados en células renales de ratón knock-out 

para hepcidina tratadas con hepcidina exógena observaron, que hepcidina regularía negativamente 

a DMT1 (Moulouel et al., 2013). 

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO mostramos que la señal de hierro es la 

señal predominante frente a la señal de la eritropoyesis para la expresión de prohepcidina. 

3.3 CONCLUSIONES 

Nuestros resultados nos permiten concluir que las células del túbulo proximal y de la médula 

interna son los segmentos de la nefrona que participan en la regulación del ciclo del hierro en este 

órgano. El riñón posee un mecanismo regulatorio coordinado de las proteínas clave del ciclo del 

hierro en estados de exceso del mismo.  
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La disminución en la expresión de DMT1 en los túbulos proximales y en la médula interna en 

sobrecarga de hierro podría ser un mecanismo que intenta limitar la captación de hierro en exceso. 

Sin embargo, el aumento de hemosiderina muestra que las células epiteliales del túbulo proximal se 

encuentran sobrecargadas de hierro (Esquema 3 A).  

En este sentido, el aumento de la expresión de ZIP14 en las células del túbulo proximal sería el 

mecanismo responsable del transporte del exceso de hierro al interior celular que originaría la 

sobrecarga observada.  

El eje hepcidina-FPN contribuiría a la acumulación de hierro intracelular en forma de 

hemosiderina en estados de exceso disminuyendo su reabsorción a la circulación intentando 

disminuir la sobrecarga sistémica.  

El mecanismo protector de EPO por el cual disminuyen los depósitos intracelulares de hierro 

en forma de hemosiderina en estados de exceso de hierro sería mediado por la disminución de la 

expresión del transportador ZIP14 (Esquema 3 B).  

La eritropoyesis activa mediaría un mecanismo regulatorio mediado por DMT1 y el eje 

regulatorio hepcidina-FPN para reabsorber mayor cantidad de hierro hacia la circulación y utilizarlo 

en la síntesis del grupo HEMO. Sin embargo, cuando ambos estímulos coexisten es la señal de hierro 

la predominante en la expresión de estas dos proteínas del ciclo del hierro (Esquema 3 C). 
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Esquema 3. Regulación del metabolismo del hierro en riñón. Captación, depósitos y liberación en el Modelo Animal de 

Sobrecarga de Hierro + EPO. En sobrecarga de Hierro (A) aumenta la captación celular de hierro que se refleja en mayores 

depósitos del biometal en forma de hemosiderina mediado por ZIP14. La disminución de la expresión de DMT1 implicaría 

un mecanismo protector para limitar la captación celular de hierro en exceso. En cuanto al eje hepcidina-ferroportina se 

mostró un aumento de la expresión de prohepcidina que se reflejaría en un aumento de hepcidina conduciendo 

finalmente a una disminución de FPN y una menor liberación de hierro a circulación y mayor liberación del biometal hacia 

la orina. En el grupo de Sobrecarga de Hierro + EPO (B) se observó que la señal predominante fue la señal de EPO para 

ZIP14 mediando su mecanismo protector a través de la disminución de la expresión de este transportador disminuyendo 

la captación de hierro celular y para prohepcidina y DMT1 la señal predominante fue la señal de hierro. 
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4. CONCLUSION GENERAL 

El duodeno, hígado y riñón son tres tejidos íntimamente relacionados dado que se encargan de 

manera coordinada de mantener la homeostasis del hierro mediante su absorción desde la dieta, los 

depósitos del biometal y la reabsorción desde el filtrado o su eliminación en orina.  

En respuesta al exceso de hierro estos tejidos desarrollan un mecanismo protector para evitar 

o disminuir la toxicidad ocasionada por hierro y el daño celular mediante la disminución de la 

captación del mismo vía el transportador de metales divalentes DMT1 disminuyendo su expresión o 

cambiando su localización celular. 

 Sin embargo, la sobrecarga de hierro observada en forma de L-ferritina y hemosiderina en hígado y 

riñón podría ser atribuida al importador ZIP14 que se encuentra altamente expresado en esta 

condición y al aumento de prohepcidina que implicaría una menor liberación del biometal. 

La eritropoyetina ejerce su rol protector en hígado y en riñón disminuyendo los depósitos del 

biometal mediante la reducción de la expresión del importador ZIP14 renal y la disminución de la 

expresión de prohepcidina hepática que implicaría una disminución de la expresión de hepcidina y 

por el eje hepcidina-FPN indicaría una mayor liberación de hierro a circulación desde los depósitos 

hepáticos para que el mismo se encuentre disponible para ser utilizado en la eritropoyesis activa. 
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1.INTRODUCCIÓN 

En el presente trabajo de tesis nos propusimos estudiar la expresión de las proteínas clave del 

ciclo del hierro en nuestro Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO en corazón, pulmón y 

páncreas.  

Además, nos propusimos evaluar el efecto de EPO en estos tres tejidos frente al exceso de hierro 

dado que la identificación del receptor de eritropoyetina en tejidos no eritropoyéticos como corazón, 

pulmón y páncreas y la ampliamente reportada acción citoprotectora de la eritropoyetina en tejidos 

no eritropoyéticos conduce a la hipótesis de que la misma podría llevar a cabo un mecanismo 

protector frente al exceso de hierro en dichos tejidos. 

Se ha descripto que los desórdenes del metabolismo del hierro, exceso o deficiencia de hierro, 

conducen a trastornos cardíacos (Zhang et al. 2019). 

El estrés oxidativo genera la formación de especies reactivas de oxigeno altamente tóxicas para las 

células por sobrecarga de hierro y se asocia a la formación de placas ateromatosas y de trombosis 

(Cornelissen et al. 2019). El rol del exceso de hierro en la patogénesis de la aterosclerosis sería 

mediado por hepcidina (Cornelissen et al. 2019).  

La homeostasis del hierro requiere de un estricto control mediado fundamentalmente por las 

proteínas regulatorias del ciclo del hierro (Giorgi, D´Anna y Roque 2015).  

Nuevas evidencias revelan que hepcidina cardíaca es crítica para el control intracelular de hierro y la 

adecuada función cardíaca (Lakhal-Littleton 2019).  

La dishomeostasis del hierro se asocia con enfermedades pulmonares crónicas. La homeostasis 

del hierro puede ser irrumpida en numerosas enfermedades pulmonares como fibrosis quística, 

transplantes, y en fumadores (Ghio 2009). 

 Estudios de nuestro laboratorio en un modelo animal de sobrecarga de hierro mostraron que el 

pulmón posee mecanismos para la detoxificación y protección tisular mediado principalmente por 

los importadores de hierro DMT1, ZIP14, FPN y ferritina (Giorgi, D´Anna y Roque 2015).  

Estudios de Ghio et al. (2006) demostraron que el pulmón tiene mecanismos de detoxificación 

para prevenir la generación de estrés oxidativo en el cual participan proteínas que también captan 

hierro a nivel intestinal para secuestrar al hierro en su forma inactiva ferritina.  

Por otro lado, Bany-Mohammed et al. (1996) mostraron en un modelo animal de hiperoxia el rol 

protector de EPO en pulmón. Asimismo, Macredmond et al. (2009) reportaron en un modelo celular 
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de enfermedad pulmonar aguda la reducción de la apoptosis al utilizar EPO como pretratamiento. 

You Shang et al. (2009) demostraron que la eritropoyetina atenúa el daño causado por 

lipopolisacárido en ratas. 

Las manifestaciones de acumulación de hierro a nivel extrahepático en estados de sobrecarga 

de hierro son amplias, a nivel pancreático el hierro produce la destrucción de las células β 

conduciendo a diabetes mellitus, además el tejido pancreático normal es reeemplazado por tejido 

fibroso (Whittaker et al. 1996). 

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que el páncreas es capaz de sobrecargarse 

de hierro y que DMT1 posee una regulación negativa dada por hepcidina que podría conducir a la 

reducción de los depósitos de hierro en los islotes de Langerhans (Giorgi y Roque 2014). 

Fenjves et al. (2003) demostraron la presencia del receptor de EPO en los islotes pancreáticos de 

varias especies y que EPO puede prevenir la apoptosis inducida por citoquinas en células de los islotes 

pancreáticos en cultivo.  

En este sentido Chen et al. (2015) proponen a EPO como un posible tratamiento para la diabetes 

mellitus dado que disminuye los niveles de glucosa sanguínea de manera muy rápida en ratones.  

2. CORAZÓN 

2.1 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE LA HISTOLOGÍA CARDÍACA 

No se observaron cambios significativos en la histología en ninguna de las cuatro condiciones 

(Figura 1). En sobrecarga de hierro se puede observar además de color marrón al exceso de hierro 

tisular (Figuras 1 B y D). 

La especie de ratón Mus musculus presenta una cardiogénesis similar a la humana y constituye 

un buen biomodelo para investigación, con hallazgos extrapolables (Falla- Zuñiga y Salazar Mansalve 

2017). El miocardio es un tejido altamente organizado, compuesto por diferentes tipos celulares que 

incluyen células de músculo liso, fibroblastos y miocitos cardíacos (Esquema 1).  

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1.  Células musculares cardiacas. 

Enciclopedia Británica, Inc. 
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  2.2 EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO CARDÍACO 

2.2Cuantificación de hierro tisular 

El nivel de hierro tisular en el corazón aumentó de manera significativa en el Grupo de 

Sobrecarga de Hierro (139,11 ± 40,34 µMoles de hierro/g de tejido) respecto al Grupo Control (74 ± 

6,64 µMoles de hierro/g de tejido) y al Grupo EPO (63 ± 10,8 µMoles de hierro/g de tejido) (Figura 2) 

demostrando la acumulación de hierro cardíaca en estados de sobrecarga.  

En el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO  (61 ± 7 µMoles de hierro/g de tejido) el nivel de hierro 

fue similar al del Grupo Control (Figura 2), es decir disminuyó significativamente respecto al Grupo 

Sobrecarga de Hierro sugiriendo un rol cardioprotector por parte de la eritropoyetina. 

Figura 1.  Histología cardíaca en el Modelo Animal de Sobrecarga de hierro + EPO. Grupo control (A). Grupo 

Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para 

tinción con hematoxilina y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 

µm. 
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 2.2.2 Semicuantificación de hemosiderina  

Los depósitos de hierro en forma de hemosiderina se semicuantificaron utilizando una escala 

arbitraria del 0 al 3 en donde 0 indica ausencia de hemosiderina y 3 abundante hemosiderina (Figura 

3). 

Mediante la tinción de Perl´s descripta en Materiales y Métodos se pudo observar abundante 

hemosiderina en el Grupo Sobrecarga de Hierro respecto a los Grupos Control y EPO en donde 

prácticamente se encontraba ausente y escasa hemosiderina en el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO 

respecto al Grupo Sobrecarga de Hierro (Figuras 4 B y D).  
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Figura 3. Semicuantificación de depósitos de hierro cardíaco como hemosiderina en el Modelo Animal de 

Sobrecarga de Hierro + EPO. Valores expresados en unidades arbitrarias. 

Figura 2. Cuantificación de hierro cardíaco en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. Valores 

expresados en µMoles de hierro/g de tejido. *p<0,05 
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2.3 INMUNOEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

2.3.1 Expresión del Transportador de Metales Divalentes 1 

Para el transportador de metales divalentes DMT1 se observó una intensa marcación en la 

condición Control y en el Grupo EPO (Figura 5 A y C) indicando su rol en la captación de hierro en 

miocitos en condiciones basales, mientras que en Sobrecarga de Hierro la marcación de DMT1 fue 

muy leve (Figura 5 B) lo que podría sugerir un mecanismo protector del miocardiocito frente a 

excesos de hierro para disminuir su captación. La señal predominante en el Grupo de Sobrecarga 

de Hierro + EPO fue la de hierro (Figura 5 D).  

 

 

Figura 4.  Observación de hemosiderina cardíaca. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo descripto en 

Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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2.3.2 Expresión del transportador ZIP14  

 

La inmunomarcación para el transportador ZIP14 fue similar en todas las condiciones (Figura 

6) sugiriendo que la expresión de este transportador no sería regulada por hierro ni por EPO. 

 

 

 

Figura 5.  Inmunomarcación de DMT1 en corazón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida 

de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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2.2.3 Expresión de la proteína de depósito L-ferritina 

La expresión de L-ferritina muy intensa en el Grupo Sobrecarga de Hierro (Figura 7 B) mientras 

que en los demás grupos su inmunomarcación fue moderada siguiendo como señal predominante a la 

señal de EPO (Figura 7 D), sugiriendo que en el grupo combinado los depósitos de hierro en forma de 

L-ferritina disminuyen respecto al grupo de exceso, este resultado coincide con lo observado por 

tinción de Perls y la cuantificación de hierro tisular.  

Figura 6.  Inmunomarcación de ZIP14 en corazón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida 

de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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2.2.4 Expresión de prohepcidina 

       La expresión del propéptido de la proteína regulatoria hepcidina fue intensa en el Grupo Sobrecarga 

de Hierro respecto al Grupo Control (Figura 8 B). Además, el Grupo EPO mostró una marcación leve 

respecto al Grupo Control (Figura 8 C).  

El Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO mostró una marcación similar a la de EPO indicando que esta es la 

señal preponderante (Figura 8 D). 

Figura 7.  Inmunomarcación de L-ferritina en corazón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-L-ferritina seguida 

de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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2.2.5 Control negativo de inmunomarcación 

El control negativo para las secciones de tejido cardiaco incubadas con PBS en lugar del anticuerpo primario  

no reveló marcación (Figura 9). 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Inmunomarcación de prohepcidina en corazón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 

(C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-prohepcidina 

seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

Figura 9. Control negativo cardíaco. El tejido se procesó 

para inmunohistoquímica utilizando PBS en lugar del 

anticuerpo primario seguido de tinción de Perl´s según lo 

descripto en Materiales y Métodos. La barra representa 

20 μm.  
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3. PULMÓN 

3.1 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE LA HISTOLOGÍA PULMONAR 

En los cortes de tejido pulmonar teñidos con hematoxilina y eosina pudimos apreciar que la 

estructura predominante está constituida por alveolos que se observan como espacios vacíos, 

poligonales limitados por los neumocitos tipo 1 que poseen un epitelio plano simple.  

Los alveolos pueden abrirse de manera concéntrica hacia una luz común para dar origen al 

atrio y formar los sacos alveolares o de manera axial y formar los conductos alveolares.  

Los alveolos adyacentes están separados por los septos alveolares formados por tejido conectivo con 

fibras elásticas que alojan capilares y macrófagos del sistema reticuloendotelial capaces de 

almacenar hierro. 

La homogeneidad del parénquima pulmonar es interrumpida por las vías aéreas 

intrapulmonares, bronquiolos y bronquios. Los bronquios de mayor tamaño presentan un epitelio 

cilíndrico pseudoestratificado, ciliado con células calciformes. 

 Los bronquios se ramifican y disminuyen su diámetro para dar origen a los bronquiolos que carecen 

de cartílago. Los bronquiolos pueden dividirse en tres tipos, los bronquiolos propiamente dichos, los 

terminales y los respiratorios (Esquema 2).  

Los propiamente dichos tienen un epitelio que al comienzo es similar a los bronquios y luego se va 

volviendo cilíndrico simple y las células calciformes comienzan a escasear. Los bronquiolos terminales 

poseen un epitelio cúbico simple y pocas fibras musculares y los respiratorios un epitelio cúbico bajo 

simple y escasas fibras musculares.  

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2.  Estructura pulmonar. Cleveland Clinic 2018. 



Resultados 
 

156 
 

No se observaron cambios significativos en la histología pulmonar entre las cuatro 

condiciones estudiadas con la tinción de hematoxilina y eosina. El hierro se observó de color marrón 

entre los alveolos pulmonares (Figura 10 B y D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO PULMONAR 

3.2.1 Cuantificación de hierro tisular 

Al realizar la cuantificación de hierro tisular observamos que el nivel de hierro aumentó 

significativamente en el Grupo Sobrecarga de Hierro (351,11 ± 127,7 µMoles de hierro/g de tejido) 

respecto al Grupo Control (145,26 ± 39,5 µMoles de hierro/g de tejido) además, detectamos una 

disminución aunque no significativa en el Grupo EPO (68,6 ± 39,6 µMoles de hierro/g de tejido) 

respecto al Grupo Control. El Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (47,6 ± 3,4 µMoles de hierro/g de 

tejido) no mostró diferencias con el Grupo Control (Figura 11) indicando una disminución significativa 

Figura 10.  Histología pulmonar en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. Grupo Control (A). Grupo 

Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción 

con hematoxilina y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 µm. 
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respecto al Grupo Sobrecarga de Hierro demostrando el rol protectivo de EPO deplecionando al 

órgano de hierro para evitar su toxicidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2 Semicuantificación de hemosiderina  

La presencia de hemosiderina en la región alveolar fue moderada en ambos grupos que 

contenían hierro (Figura 12 B y D) mientras que en los Grupos Control y EPO (Figura 12 A y C) se 

encontraba ausente. 
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Figura 11. Cuantificación de hierro pulmonar en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. 

Valores  expresados en µMoles de hierro/g de tejido. *p<0,05 
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3.3 INMUNOEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

3.3.1 Expresión del transportador de metales divalentes 1 

La expresión del importador de hierro DMT1 fue citoplasmática en las células bronquiales de los 

Grupos Control, EPO y Sobrecarga de Hierro + EPO mientras que en el Grupo Sobrecarga de Hierro su 

localización cambió y se encontró en la región apical y en la membrana celular (Figura 13 D) sugiriendo 

su mayor rol en la captación celular de hierro en este estado mientras que en presencia de EPO 

disminuiría su captación. 

 

Figura 12.  Observación de hemosiderina pulmonar. Grupo control (A). Grupo sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y 

Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.3.2 Expresión del transportador ZIP14 

El transportador ZIP14 se encontró altamente expresado en el Grupo Sobrecarga de Hierro (Figura 

14 B) mientras que en los demás grupos su expresión fue moderada predominando la señal de EPO en 

el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (Figura 14 D). Sugiriendo el mayor rol de ZIP14 en la captación de 

hierro pulmonar en estados de exceso. 

 

Figura 13.  Inmunomarcación de DMT1 en pulmón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida 

de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. Las flechas 

marcan la localización del transportador.  
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3.3.3 Expresión de la proteína de depósito L-ferritina 

Al igual que para el transportador DMT1 la expresión de L-ferritina fue citosólica en el Grupo 

Control, EPO y en el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (Figura 15 A, C y D) mientras que en exceso 

de hierro se encontró en el polo apical de las células bronquiales (Figura 15 B). Además, en ambas 

condiciones con hierro se observó abundante expresión de L-ferritina en alvéolos (Figura 15 B y D). 

 

 

Figura 14.  Inmunomarcación de ZIP14 en pulmón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 

(C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 

seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.3.4 Expresión del propéptido de hepcidina 

La expresión de prohepcidina fue similar en las células bronquiales de todas las condiciones 

indicando que no sería regulada por hierro ni por EPO en este tejido (Figura 16). 

 

 

 

 

Figura 15.  Inmunomarcación de L-ferritina en pulmón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 

(C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-L-ferritina 

seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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3.3.5 Control negativo de inmunomarcación 

 Se incubaron secciones de tejido pulmonar con PBS en lugar del anticuerpo primario correspondiente y no se 

observó marcación (Figura 17). 

 

 

 

Figura 16.  Inmunomarcación de prohepcidina en pulmón. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 

(C). Grupo Sobrecargarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-prohepcidina 

seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

Figura 17. Control negativo pulmonar. El tejido se 

procesó para inmunohistoquímica utilizando PBS en 

lugar del anticuerpo primario seguido de tinción de 

Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos. La 

barra representa 20 μm.  
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4. PÁNCREAS 

4.1 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE LA HISTOLOGÍA PANCREÁTICA 

En el tejido pancreático se diferencian claramente dos grandes zonas, el páncreas endócrino 

conformado por los islotes de Langerhans que se disponen en círculos y contienen a las células α 

encargadas de la síntesis de glucagón, las células β encargadas de la producción de insulina, células 

δ que secretan somatostatina y células F que liberan polipéptido pancreático.  

Los islotes se encuentran inmersos entre los acinos que forman el páncreas exócrino y 

conforman la mayor proporción del páncreas. Las células acinares poseen un núcleo redondo y 

descargan su contenido enzimático por la zona apical hacia la luz del acino.  

Entre los acinos se encuentra tejido conectivo en donde se pueden hallar macrófagos del 

sistema reticuloendotelial capaces de captar hierro (Esquema 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En este modelo se observó la histología pancreática de los cuatro grupos de animales sobre cortes de 

tejidos teñidos con hematoxilina y eosina y no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 

18). 

Esquema 3.  Estructura pancreática.  
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4.2 EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO PANCREÁTICO 

4.2.1 Cuantificación de hierro tisular 

En el Grupo Sobrecarga de Hierro (4055,3 ± 2748,5 µmoles de hierro/g de tejido) se observó un 

aumento significativo del nivel de hierro tisular respecto al Grupo Control (62,2 ± 28,4 µmoles de 

hierro/g de tejido) y al Grupo de EPO (33,62 ± 14,5 µmoles de hierro/g de tejido) (Figura 19).  

Figura 18.  Histología pancreática en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. Grupo control (A). Grupo 

Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción con 

hematoxilina y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 µm. IL: Islote de 

Langerhans AP: Acino pancreático. 
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No se observaron diferencias significativas en el contenido de hierro tisular entre el Grupo 

Sobrecarga de Hierro y Sobrecarga de Hierro + EPO (3767 ± 1061,7 5 µmoles de hierro/g de tejido) 

(Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2 Semicuantificación de hemosiderina 

Con la tinción de Perl´s pancreática se observó abundante hemosiderina en ambos grupos con 

hierro localizada en la zona interacinar respecto a los Grupos Control y EPO en donde no se encontró 

presente (Figura 20 B y D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20.  Observación de hemosiderina pancreática. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). 

Grupo EPO (C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron para tinción de Perl´s según 

lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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Figura 19. Cuantificación de hierro pancreático en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. Valores  

expresados en µMoles de hierro/g de tejido. *p<0,05 
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4.3INMUNOEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

4.3.1 Expresión del transportador de metales divalentes 1 

Para el transportador de metales divalentes se observó una intensa marcación en los Grupos 

Control y EPO en los islotes de Langerhans (Figura 21 A y C) sugiriendo el rol de DMT1 en la captación 

de hierro en condiciones basales.  

En ambos grupos con exceso de hierro la expresión de DMT1 fue más tenue (Figura 21 B y D), 

y esto podría asociarse a un mecanismo protector para evitar la toxicidad del hierro en el páncreas 

endócrino vía DMT1. 

En ninguna condición se observó expresión del transportador de hierro en los acinos 

pancreáticos (Figura 21) demostrando que no sería el importador responsable de los depósitos de 

hierro en estados de sobrecarga. En el Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO la señal predominante fue 

la de hierro (Figura 21 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.  Inmunomarcación de DMT1 en páncreas. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-DMT1 seguida de 

tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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      4.3.2 Expresión del transportador ZIP14 

La expresión del transportador ZIP14 se restringió a los acinos pancreáticos observándose una 

marcación tenue en el Grupo Control e intensa en el Grupo Sobrecarga de Hierro (Figura 22 B) 

sugiriendo que podría tratarse del transportador responsable de la instauración de los depósitos del 

biometal en estados de exceso.  

En el Grupo EPO la expresión fue muy leve (Figura 22 C) y en el Grupo Sobrecarga de Hierro + 

EPO al contrario que con DMT1 la señal predominante fue la de eritropoyetina presentando una 

marcación similar a la del Grupo Control (Figura 22 D), sugiriendo un rol protector de la 

eritropoyetina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22.  Inmunomarcación de ZIP14 en páncreas. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO (C). 

Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-ZIP14 seguida de 

tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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4.3.3 Expresión del Receptor de Transferrina 1 

Evaluamos la expresión del Receptor de Transferrina en el Grupo Sobrecarga de Hierro y 

observamos que en presencia de hierro disminuye su expresión respecto al Grupo Control en los 

islotes de Langerhans (Figura 23 B) demostrando que en condiciones basales RTf1 estaría involucrado 

en la captación de hierro mientras que en exceso junto con DMT1 tendría un rol protector 

disminuyendo la captación celular de hierro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.4 Expresión de la proteína de depósito L-ferritina 

En el Grupo Control se observó abundante expresión de L-ferritina restringida a los islotes de 

Langerhans mientras que en presencia de exceso de hierro la expresión de la proteína de depósito fue 

leve en los islotes, pero abundante en la región intercinar (Figura 24 B).  

En el Grupo EPO no se observó marcación en los acinos y en los islotes fue muy tenue (Figura 24 

C). El Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO siguió la señal de hierro (Figura 24 D). 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 23. Inmunomarcación del Receptor de Transferrina 1 en páncreas. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro 

(B). Los tejidos se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-RTf1 según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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 4.3.5 Expresión del propéptido de hepcidina 

 

Se observó una intensa inmunomarcación del propéptido de hepcidina en presencia de hierro 

respecto al Grupo Control en donde fue leve (Figura 25 B). 

 En presencia de eritropoyetina la marcación fue tenue (Figura 25 C). En el Grupo Sobrecarga 

de Hierro + EPO la expresión de prohepcidina fue similar al Grupo Sobrecarga de Hierro siendo ésta 

la señal predominante (Figura 25 D). 

 

 

 

 

Figura 24.  Inmunomarcación de L-ferritina en páncreas. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo EPO 

(C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-L-ferritina 

seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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4.3.6 Control negativo de inmunomarcación 

Se incubaron secciones de tejido pancreático con PBS en lugar del anticuerpo primario correspondiente y no 

se observó marcación (Figura 26). 

 

 

Figura 25.  Inmunomarcación de prohepcidina en páncreas. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Grupo 

EPO (C). Grupo Sobrecarga de Hierro + EPO (D). Los tejidos se procesaron utilizando el anticuerpo primario anti-

prohepcidina seguida de tinción de Perl´s según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 

20 μm.  

Figura 26. Control negativo pancreático. El tejido 

se procesó para inmunohistoquímica utilizando PBS 

en lugar del anticuerpo primario seguido de tinción 

de Perl´s según lo descripto en Materiales y 

Métodos. La barra representa 20 μm.  
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1. CORAZÓN 

1.1 CONTENIDO DE HIERRO 

 

Los estudios realizados en el musculo cardiaco destacan la coordinación regulatoria de las 

proteínas del ciclo de hierro en sobrecarga, mediante la activación de vías que inducen a su   

retención, en forma de L-ferritina y hemosiderina.  

La importancia de estudiar la retención de hierro, radica en que ciertas cardiopatías se asocian 

al exceso de hierro (Whittaker et al. 1996) 

Un aporte a destacar de nuestros estudios es el efecto de la eritropoyetina humana 

recombinante como un agente protector cardíaco, dado que los depósitos de hierro cardíacos se 

redujeron en presencia de la hormona.  

En este sentido, se ha reportado la presencia del receptor de EPO en corazón asociada a la 

regeneración miocárdica, por estimulación con EPO (Auzmendi et al. 2020).  

 Los estudios que se presentan, abren un futuro prometedor para adjudicarle a esta hormona un 

rol en la reducción de la sobrecarga de hierro cardíaca en desordenes de hierro. 

1.2 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

Evaluamos la captación, movilización y regulación celular del hierro en estados de exceso y en 

presencia de EPO para comprender si su efecto protector es mediado por las proteínas del ciclo del 

hierro.  

Para ello estudiamos la expresión de dos importadores de hierro, DMT1 y ZIP14 y de la proteína 

regulatoria hepcidina mediante el estudio de su propéptido prohepcidina. 

1.2.1 Importador de hierro DMT1 

De manera novedosa reportamos que el importador de metales divalentes DMT1 es regulado 

negativamente por hierro, dado que disminuye su expresión en estados de sobrecarga de hierro.  

Este resultado implica que DMT1 no sería el importador responsable de la acumulación 

intracelular de hierro en estados de exceso. Postulamos que el rol de DMT1 estaría restringido 

principalmente a condiciones basales en donde es necesaria la captación celular de hierro para las 

funciones celulares vitales mientras que en estados de exceso del biometal el corazón poseería un 

mecanismo de defensa disminuyendo los niveles de DMT1 para disminuir la captación de hierro en 
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exceso. Este mecanismo sería similar al observado en duodeno en estados de sobrecarga de hierro 

en donde la expresión de DMT1 disminuye y se restringe a la zona perinuclear de los enterocitos 

(Giorgi y Roque 2014).  

Esto puede deberse a la regulación de la isoforma de DMT1-IRE que en exceso de hierro 

disminuye su traducción al no poder unirse al segmento IRP1¸ la inactivación de IRPs impide la 

interacción IRE-IRP favoreciendo la degradación del transcripto (Andrews 1999).  

En este sentido Ke et al. (2003) observaron la presencia de 2 isoformas de DMT1 en corazones 

de ratas, la IRE y la no IRE con predominancia de la isoforma IRE. A diferencia de lo que observamos 

en macrófagos de bazo en donde la expresión de DMT1 aumenta en exceso de hierro para su mayor 

acumulación. El aumento de DMT1 esplénico inducido por hierro podría ser el resultado de la 

regulación de la isoforma no IRE de DMT1.  

En este trabajo reportamos que la señal prevalente sobre la expresión de DMT1 es la de hierro 

sobre la de eritropoyetina indicando que ésta no llevaría a cabo su rol mediante este importador.  

En este sentido, Nam et al. (2013) observaron que el nivel de DMT1 y de RTf1 aumenta en estados 

de deficiencia mientras que en estados de sobrecarga disminuye sin cambiar la expresión del ARNm 

de DMT1.  

1.2.2 Importador de hierro ZIP14 

 

No se determinaron cambios de expresión de ZIP14 en ninguna condición experimental lo que 

nos conduce a concluir que este transportador no es regulado por hierro ni por EPO en corazón. En 

concordancia con nuestros resultados estudios previos demostraron que la expresión de ZIP14 no se 

ve modificada en deficiencia ni en sobrecarga de hierro dietario en un modelo de rata (Nam et al. 

2013). 

Si bien identificamos la presencia de ZIP14 en corazón, se postula que otro importador es 

responsable de ocasionar la acumulación de hierro observada en Sobrecarga de Hierro en forma de 

L-ferritina y hemosiderina. En este sentido, Taylor et al. (2005) demostraron la presencia de ZIP14 en 

corazón, en ambos ventrículos y en la aurícula derecha así también como en el corazón fetal.  Si bien 

se cree que ZIP14 podría mediar la captación de hierro NTBI en corazón (Paterek et al. 2019), estudios 

previos mostraron que el hierro ingresa al cardiomiocito por las vías clásicas como el RTf1, DMT1 o 
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ZIP14 y por otros transportadores de la familia de ZIP, como ZIP8, o por los canales de calcio tipo L y 

T (Paterek et al. 2018; Knutson 2018; Kumfu et al. 2011).  

1.2.3 Proteína regulatoria hepcidina 

En el Modelo Animal observamos una significativa disminución de la expresión de prohepcidina 

en respuesta a EPO y el aumento en respuesta al hierro. Además, mostramos que la expresión de 

prohepcidina responde a EPO como señal predominante. En este sentido, Merle et al. (2007) 

demostraron la presencia de hepcidina en cardiomiocitos en la región de los discos intercalares.  

La expresión de hepcidina cardíaca es regulada positivamente por la hipoxia y la inflamación, 

de manera opuesta a la regulación de hepcidina hepática, lo que sugiere que hepcidina tendría un 

efecto local en corazón (Paterek et al. 2019).  

Sin embargo, los estudios de Littleton et al. (2016) observaron en corazón de ratones con 

sobrecarga de hierro, que el ARNm del gen Hamp que codifica hepcidina aumenta en exceso de 

hierro. El mismo resultado se observó en cardiomiocitos en cultivo incubados con FAC (Littleton et 

al. 2016).  

La enzima Furina convertasa es una enzima requerida para clivar el propéptido de hepcidina y 

liberar el péptido maduro (Valore y Ganz 2008). Littleton et al. (2016) reportaron que en deficiencia 

de hierro aumenta su actividad elevando los niveles de hepcidina cardíaca.  

Finalmente teniendo en cuenta nuestros resultados y la bibliografía, postulamos que el corazón 

podría poseer un mecanismo protector local, dado que cuando el nivel de hepcidina disminuye, 

aumenta la expresión de FPN para poder exportar el exceso de hierro cardíaco en estados de 

sobrecarga. Por otro lado, el aumento de la expresión de hepcidina disminuye la expresión de FPN, 

su receptor especifico, y de esta manera la liberación de hierro sería menor conservándolo para 

funciones vitales en estados de deficiencia de hierro.  

1.2.4 CONCLUSIONES 

Éste trabajo aporta nuevos conocimientos sobre la regulación del ciclo del hierro en corazón 

demostrando que es un tejido capaz de sobrecargarse de hierro. Curiosamente la acumulación 

intracelular de hierro no sería mediada por los transportadores clásicos de hierro DMT1 ni ZIP14 

(Esquema 1 A). 
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A diferencia de otros tejidos no podemos relacionar la expresión de prohepcidina con la de 

hepcidina cardíaca de manera directa dado que estudios de otros autores han mostrado cambios en 

la actividad de la enzima furina convertasa. Sugerimos que el corazón tendría un control órgano 

específico y no sería regulado por hepcidina sistémica. 

Por otro lado, el modelo utilizado permitió demostrar que la eritropoyetina humana presenta un 

rol protectivo disminuyendo los niveles de hierro tisular (Esquema 1 B). El mecanismo regulatorio por 

el cual ejerce dicho efecto no sería mediado por las proteínas clave del ciclo del hierro. 
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2. PULMÓN  

2.1 CONTENIDO DE HIERRO 

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio en un modelo animal de sobrecarga de hierro 

revelaron que el pulmón es capaz de sobrecargarse de hierro aumentando los depósitos de hierro en 

forma de L-ferritina y hemosiderina en los macrófagos alveolares (Giorgi, D´Anna y Roque 2015).  

En nuestro Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO demostramos que el pulmón es un 

tejido altamente susceptible al exceso de hierro, pero en presencia de EPO se observa un mecanismo 

protector que disminuye el nivel de hierro tisular. Ghio et al. (2006) demostraron que la captación de 

hierro en células epiteliales pulmonares expuestas a FAC es tiempo y concentración dependiente. 

En este sentido Ali et al. (2020) reportaron un aumento en los depósitos de hierro en ratones 

mutantes para RTf2 y HFE observándolo principalmente en la membrana basal del epitelio 

respiratorio, los vasos sanguíneos y los macrófagos tisulares relacionándolo con el aumento de 

fibrosis.  

 

 

 

 

 

Esquema 1. Regulación del metabolismo del hierro en corazón. Captación, depósitos y liberación en el Modelo de 

Sobrecarga de Hierro + EPO. En Sobrecarga de Hierro (A) aumenta la captación celular de hierro que se refleja en mayores 

depósitos del biometal en forma de L-ferritina y hemosiderina, sin embargo, esa captación no sería mediada por DMT1 

que disminuye su expresión, ni por ZIP14 que no se modifica respecto al Control. En líneas punteadas se muestran los 

transportadores propuestos ZIP8, y canales de calcio tipo L y T. En cuanto al eje hepcidina-ferroportina se mostró un 

aumento de la expresión de prohepcidina pero no se reflejaría en un aumento de hepcidina sino en una disminución dado 

que se ha reportado una regulación negativa de la enzima furina convertasa conduciendo finalmente a un aumento de 

FPN como mecanismo órgano específico para eliminar el exceso de hierro en el miocito. En el Modelo de Sobrecarga de 

Hierro + EPO (B) se observó que la señal predominante para las proteínas importadoras de hierro y las de depósito fue la 

señal de hierro pudiendo explicar la menor captación de hierro por la disminución de DMT1 en su isoforma IRE como un 

mecanismo protector celular frente al exceso de hierro que conduce a menores depósitos del biometal en forma de L-

ferritina y hemosiderina, en cuanto a la expresión de prohepcidina la señal de EPO fue preponderante, el aumento de la 

expresión de hepcidina podría reflejar una regulación negativa sobre DMT1. 
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2.2 PROTEÍNAS CLAVE DEL CICLO DEL HIERRO 

2.2.1 Importador de hierro DMT1 

 

Es conocido que el aumento de hierro en estados de exceso puede atribuirse al cambio de 

localización de citoplasmático a apical del transportador DMT1 en células bronquiales (Giorgi, D´Anna 

y Roque 2015).  

En este sentido, Ghio et al. (2009) demostraron que en presencia de hierro aumenta la expresión de 

DMT1 no IRE y no la isoforma IRE en pulmón de rata.  

Sin embargo, estudios de nuestro laboratorio mostraron que no existían diferencias entre los 

niveles de DMT1 en sobrecarga de hierro y condiciones basales (Giorgi, D´Anna y Roque 2015). 

En este trabajo reportamos de manera novedosa un efecto protector de EPO mediado por el 

cambio de localización del importador DMT1. Este mecanismo implicaría una menor captación del 

biometal mediada por dicho transportador. 

En este contexto se ha demostrado que EPO presenta un rol protector sobre las células 

pulmonares de conejo en estados de hiperoxia disminuyendo la peroxidación lipídica por el consumo 

de hierro (Bany-Mohammed et al. 1996).  Cao et al. (2020) demostraron un rol protector de la 

eritropoyetina sobre la inflamación pulmonar aguda inducida por LPS en ratones C57BL7 vía la 

cascada de señalización de JAK2/STAT3. 

2.2.2 Proteína de depósito L-ferritina 

En nuestro Modelo Animal demostramos que la sobrecarga de hierro induce la movilización de 

ferritina hacia el citoplasma cercano a la membrana apical, que podría ser explicado por el 

mecanismo de liberación 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 detoxificación celular de este biometal 

(Yang et al. 2005).  

Dado que el pulmón se encuentra en continua exposición al hierro contenido en el aire y en 

continuo intercambio con la atmósfera las células del sistema respiratorio se focalizan en secuestrar 

el metal en una forma catalítica menos reactiva. De esta manera lo detoxifican acumulándolo como 

ferritina (Ghio, 2009). En este sentido frente al exceso las células bronquiales captan hierro y lo 
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almacenan como L-ferritina en la región apical, además los macrófagos alveolares aumentan su 

expresión (Giorgi, D´Anna y Roque, 2015). 

 Además, el aumento de ferritina que observamos en macrófagos alveolares en exceso de hierro, 

refleja la conocida función de este tipo celular en la reserva de hierro (Graham et al. 2007).  

Como parte del mecanismo protector mediado por eritropoyetina demostramos la localización 

homogénea de L-ferritina en el citoplasma del epitelio respiratorio demostrando una menor 

capatación de hierro celular en estados de eritropoyesis activa. 

2.2.3 Importador de hierro ZIP14 

 

En el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro observamos un marcado aumento de la expresión 

de ZIP14 en el epitelio respiratorio que favorecería la movilización intracelular de hierro en 

concordancia con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio (Giorgi, D´Anna y Roque, 

2015). Este importador podría ser otro importador de hierro en estados de exceso junto con DMT1. 

En este sentido, se demostró que ZIP14 podría importar el hierro proporcionado a las células como 

citrato férrico, una forma de hierro no unido a transferrina (NTBI) que aumenta en situaciones 

fisiopatológicas de sobrecarga de hierro (Liuzzi et al. 2006).  

La función intracelular de ZIP14 en exceso de hierro fue previamente sugerida en células acinares 

pancreáticas en ratas con sobrecarga de hierro (Nam et al. 2013).  

Finalmente concluimos que el importador ZIP14 responde a la señal de eritropoyetina 

disminuyendo su expresión como un rol protector para limitar la captación celular de hierro de 

manera similar a lo que ocurre en estados de deficiencia de hierro. 

 Si bien se desconoce el mecanismo regulatorio de ZIP14 se ha descripto que el hierro aumentaría 

los niveles de ZIP14 mediante una regulación post-transcripcional en hígado y páncreas de ratas con 

sobrecarga de hierro (Nam et al. 2013). Sin embargo, al no poseer segmentos IRE en su ARNm es 

poco probable que sea regulado por la regulación IRE-IRP. 

2.2.4 Proteína regulatoria hepcidina 

 

Al estudiar la expresión del propéptido de la proteína regulatoria hepcidina observamos que la 

misma no responde a hierro ni a EPO. Resultados similares en estados de exceso de hierro soportan 

nuestra observación (Giorgi, D´Anna y Roque, 2015).  
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Postulamos que hepcidina pulmonar podría no participar en la regulación de la movilización del 

exceso de hierro en pulmón.  

En coincidencia con esta hipótesis, estudios realizados en células bronquiales describieron que 

hepcidina pulmonar no tendría un efecto directo sobre la regulación de la homeostasis del hierro en 

este tejido, sino que su función pulmonar podría estar asociada a su actividad antimicrobiana 

actuando como mecanismo de defensa frente a infecciones (Frazier et al. 2011).  

Sin embargo, Yang et al. (2002) demostraron en ratones tratados con FAC un aumento de la 

expresión de FPN en células epiteliales respiratorias y en macrófagos alveolares resaltando su rol en 

la detoxificación de hierro tisular.  

Este aumento de FPN en células bronquiales en sobrecarga de hierro, podría ser el resultado 

de la regulación post-transcripcional mediada por IRPs y no regulada por hepcidina. En este sentido, 

Neves et al. (2017) reportaron en un modelo animal de hemocromatosis en ratones con una 

mutación en el gen de FPN, un aumento de hierro en los macrófagos alveolares y en las células 

epiteliales que se asoció con estrés oxidativo, disminución de la capacidad pulmonar y la saturación 

de oxígeno. Así mismo observaron también aumento en los niveles del exportador ferroportina y una 

disminución de la expresión de los importadores DMT1 y TRf1. 

Finalmente concluimos que el eje hepcidina-ferroportina no sería regulado ni por hierro ni por 

EPO en pulmón. De esta forma el mecanismo protector de EPO no sería mediado por dicho eje. 

2.2.5 CONCLUSIONES 

El presente estudio se focalizó en evaluar el efecto de eritropoyetina sobre la expresión de las 

proteínas clave del ciclo del hierro para ejercer su rol protector en pulmón.  

Demostramos por primera vez que EPO disminuye la captación de hierro pulmonar mediado 

tanto por el importador DMT1 como por ZIP14 (Esquema 2 B). Además, mostramos que la menor 

captación celular de hierro se refleja en la distribución de L-ferritina.  
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Esquema 2. Regulación del metabolismo del hierro en pulmón. Captación, depósitos y liberación en el Modelo Animal 

de Sobrecarga de Hierro y EPO. En Sobrecarga de Hierro (A) aumenta la captación celular de hierro que se refleja en el 

cambio de localización de L-ferritina en células epiteliales y en mayores depósitos del biometal en forma de L-ferritina y 

hemosiderina en células alveolares, esa captación sería mediada por el cambio de localización de DMT1 y por ZIP14 que 

aumenta su expresión. En cuanto al eje hepcidina-ferroportina no se observaron cambios en la expresión de prohepcidina.. 

En el Modelo de Sobrecarga de Hierro + EPO (B) se observó que la señal predominante para las proteínas importadoras de 

hierro y las de depósito fue la señal de eritropoyetina. 
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3. PÁNCREAS 

El objetivo de este estudio fue avanzar en el conocimiento de los mecanismos regulatorios del ciclo 

del hierro en páncreas que podrían prevenir o no enfermedades relacionadas con el exceso de este 

biometal. Además, evaluar el efecto de la eritropoyetina en tejido pancreático en estados de sobrecarga 

de hierro.  

3.1 CONTENIDO DE HIERRO 

En este trabajo mostramos que el páncreas es altamente susceptible a los desórdenes 

ocasionados por hierro y es capaz de almacenar hierro en estados de exceso en la región interacinar. 

En este sentido, anormalidades morfológicas y funcionales se han reportado en condiciones 

asociadas al exceso de hierro (Iancu et al. 1990).  

En este contexto trabajos previos de nuestro laboratorio mostraron que el hierro se acumula en 

la zona interacinar pancreática en forma de hemosiderina y L-ferritina en un modelo animal de 

sobrecarga de hierro (Giorgi y Roque 2014). La prevalente acumulación de hierro en los macrófagos 

del tejido intersticial puede atribuirse a la gran cantidad de capilares fenestrados que rodean a los 

acinos pancreáticos (Iancu et al. 1990). En este contexto en la bibliografía se reporta que en estados 

de sobrecarga de hierro el mismo se acumula en las células acinares y en los islotes de Langerhans 

                          ó          é      β        b              (W     k        .  996).  

En contraposición con nuestros resultados Lu et al. (1991) describieron un leve aumento de 

ferritina y de hemosiderina en el islote pancreático en ratas con sobrecarga de hierro inducida por 

Fe3+NTA. La discrepancia con nuestro estudio puede ser debida a las distintas formas de hierro 

utilizadas para inducir la sobrecarga. Esta hipótesis sobre la diferente distribución pancreática del 

hierro según el tipo de hierro empleado, es avalada por Awai et al. (1979) quienes identificaron la 

presencia de hemosiderina en las células del islote de Langerhans en ratas sobrecargadas con 

Fe3+NTA, pero no cuando se utilizó una forma de hierro coloidal, como la que nosotros empleamos. 

En presencia de eritropoyetina los depósitos acinares del biometal disminuyeron para ser 

utilizados en la eritropoyesis mientras que aumentaron los depósitos en forma de L-ferritina en los 

islotes de Langerhans, en el Modelo de Sobrecarga de Hierro + EPO observamos como señal 

preponderante a la señal de EPO en islotes pancreáticos y a la señal de hierro en acinos aumentando 

los depósitos del biometal en ambas regiones. 
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3.2 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

3.2.1 Importador de hierro DMT1 

 

Dado que DMT1 no se detectó en los acinos pancreáticos no sería el transportador involucrado 

en la captación de hierro acinar por lo tanto estudiamos la expresión del importador de hierro ZIP14. 

En contraposición con nuestros resultados se ha reportado el aumento del ARNm de DMT1 en 

ratones knockout para hepcidina (Lunova et al. 2017).  

De acuerdo con estudios previos de nuestro laboratorio, en estados de sobrecarga, en los islotes 

disminuye la expresión del transportador DMT1 (Giorgi y Roque, 2014).  

Un mecanismo independiente de IRPs regularía la disminución de DMT1 en el páncreas dado que 

sino su expresión debería aumentar por la disminución de hierro intracelular, un posible mecanismo 

sería mediante la regulación negativa mediada por el aumento de hepcidina. 

3.2.2 Importador de hierro ZIP14 

 

 En este trabajo mostramos que los acinos aumentarían la captación celular de hierro mediante 

el importador ZIP14.  

Postulamos que el páncreas exócrino es capaz de acumular hierro como un mecanismo protector 

para proteger al páncreas endócrino en estados de sobrecarga del biometal.  

En este sentido, Jenkitkasemwong et al. (2015) han sugerido que el transportador ZIP14 mediaría la 

captación del hierro en exceso en las células acinares demostrando que la inhibición de ZIP14 podría 

mitigar la sobrecarga de hierro pancreática.  

En este sentido, otros autores también detectaron la presencia de ZIP14 y su aumento frente al 

hierro en células acinares de páncreas de rata con exceso en hierro (Nam et al. 2013, Lunova et al. 

2017) 

De manera novedosa mostramos el mecanismo protector de eritropoyetina en páncreas 

exócrino disminuyendo la captación de hierro al ser la señal preponderante para la expresión de 

ZIP14 en nuestro Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. En este sentido varios autores han 

propuesto a la eritropoyetina como una posible citoquina citoprotectora frente a diabetes o 

pancreatitis (Ucan et al. 2009; Choi et al. 2010; Chen et al. 2015).  

Fenjves et al. (2003) demostraron la expresión del receptor de EPO en islotes pancreáticos. Esto 

sugiere que EPO protegería a los islotes pancreáticos de daños citotóxicos.  
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En este trabajo mostramos que el mecanismo protector de EPO sobre los islotes pancreáticos 

no sería mediado por las proteínas del ciclo del hierro dado que la señal predominante en islotes es 

la de hierro tanto para la expresión de DMT1 como para la de prohepcidina. 

3.2.3 Importador de hierro RTf1 

 

En el presente trabajo reportamos por primera vez la disminución de la expresión del 

transportador RTf1 en islotes pancreáticos en estado de sobrecarga de hierro.  

En concordancia, con estudios previos de Lu et al. (1989-1991) que, reportaron que la expresión de 

RTf disminuyó en sobrecarga de hierro en ratas inyectadas con Fe3+-NTA.  

La disminución de la expresión de los transportadores Rtf1 y DMT1 reflejaría la menor 

expresión de L-ferritina en islotes pancreáticos frente al hierro.  

Un mecanismo que regularía la disminución de ferritina en las células endocrinas, podría estar 

mediado por la activación de las proteínas IRPs inducida por bajos niveles de hierro en el islote. En la 

bibliografía se ha descripto que IRPs activas se unen al segmento IRE en el ARNm de ferritina y 

bloquean su traducción (Wallander et al., 2006). 

Nam et al. (2013) demostraron que en sobrecarga de hierro en ratas los transportadores DMT1 no 

IRE y RTf1 disminuyen su expresión mientras que ZIP14 aumenta. 

3.2.4 Proteína regulatoria hepcidina 

 

Nuestros estudios identificaron que prohepcidina se localiza en las células del islote de 

Langerhans y evidenciaron su participación en la regulación de la movilización del hierro pancreático.  

                    K   k  z      . (200 )       b               z   ó                       é      β     

Islote de Langerhans en ratas en condiciones basales.  

También mostramos que el hierro es la señal predominante para la síntesis de hepcidina en el Modelo 

Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO.  

En este sentido, Giorgi y Roque (2014) reportaron una disminución del hierro en células de los islotes 

en estados de exceso, sugiriendo que el aumento de hepcidina en el páncreas endocrino no sería 

regulado por el hierro intracelular.  

Podríamos concluir que hepcidina pancreática podría actuar localmente en la regulación del 

hierro en exceso, así como en forma sistémica o endocrina.  
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En este sentido, en estudios previos se ha sugerido que la síntesis basal de hepcidina en el 

páncreas podría contribuir con los niveles circulantes de la hormona (Kulaksiz et al. 2008).  

La relación inversa observada entre prohepcidina y DMT1 en exceso de hierro sugiere que hepcidina 

actuaría en coordinación con DMT1 en el islote de Langerhans. Esta coordinación regulatoria podría 

proteger a las células endocrinas del daño oxidativo al limitar la captación de hierro por DMT1.  

Este mecanismo de protección es necesario, debido a que las células del islote de Langerhans 

no poseen un mecanismo celular eficaz para la eliminación de las especies reactivas de oxígeno 

(Lenzen et al. 1996). Estos autores demostraron que las células del islote de Langerhans de ratón son 

altamente sensibles al estrés oxidativo dado que presentan niveles muy bajos de enzimas como 

catalasa y superóxido dismutasa. 

3.2.5 CONCLUSIONES 

Postulamos que La homeostasis del hierro pancreática estaría desregulada en exceso de hierro, 

produciendo la sobrecarga, en una primera etapa, en el páncreas exocrino, con posibles 

consecuencias a largo plazo en el páncreas endócrino.  

El mecanismo protector de eritropoyetina que se propone disminuiría los depósitos de hierro, 

de la zona exócrina mediado por el transportador ZIP14 (Esquema 3 D).  

         La zona endócrina seguiría un mecanismo protector mediado por hierro a través de la relación 

inversa entre prohepcidina y DMT1, además de la disminución de RTf1 para reducir los niveles de L-

ferritina (Esquema 3 A). 
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4. CONCLUSION GENERAL 

Finalmente, podemos concluir que los estudios realizados mostraron una eficiente 

coordinación regulatoria de las proteínas responsables de la movilización y depósito de hierro en los 

tejidos cardiaco, pulmonar y pancreático.  

Mostramos evidencias experimentales que, en desbalance de hierro, estos tejidos están 

ampliamente regulados por una red de proteínas favoreciendo, de esta manera a activar mecanismos 

protectores que contribuyen al   depósito de hierro, como L-ferritina y hemosiderina, principalmente 

en macrófagos.  

Se conoce que estos órganos están en continua exposición a las especies toxicas del hierro, por 

su gran vascularización y a su alta demanda de oxígeno.  

La acumulación de hierro extrahepática en desórdenes relacionados con hierro fue evidente en 

estos tejidos, pudiendo llegar a causar falla cardíaca, injuria pulmonar y diabetes entre otras. 

Asimismo, como el pulmón está constantemente expuesto al hierro atmósferico, el sistema 

respiratorio, es otra de las vías de ingreso del biometal.  

      El tejido pancreático desarrolla un mecanismo en el cual el tejido exócrino es capaz de 

almacenar hierro para proteger a la zona endócrina. 

        En los tejidos estudiados, un mecanismo protector para disminuir el exceso de hierro podría 

ser mediado por la disminución de su captación celular vía el importador DMT1 mientras que el 

responsable de la sobrecarga sería ZIP14.  

Sugerimos la existencia de otros transportadores involucrados en la generación de la 

sobrecarga cardiaca como podría ser ZIP8, o los canales de calcio tipo L y T. 

Esquema 3. Regulación del metabolismo del hierro en páncreas. Captación, depósitos y liberación en el Modelo 

Animal de Sobrecarga de Hierro + EPO. En Sobrecarga de Hierro (A) aumenta la captación celular de hierro acinar  

mediado por ZIP14 que se refleja en el aumento de L-ferritina y hemosiderina como parte de un mecanismo protector 

en el que el páncreas exócrino es capaz de sobrecargarse de hierro protegiendo al páncreas endócrino. En islotes) se 

reduce la captación mediada por DMT1 y RTf1, reduciéndose los depósitos como L-ferritina. En cuanto al eje hepcidina-

ferroportina se observó el aumento de la expresión de prohepcidina que conduciría a una disminución de FPN. En el 

Modelo de Sobrecarga de Hierro + EPO (B) los islotes siguen la señal de hierro mientras que los acinos siguen la señal 

de EPO disminuyendo la captación de hierro via la disminución de la expresión de ZIP14. 
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La eritropoyetina protege a las células del exceso de hierro disminuyendo sus depósitos vía 

ZIP14 en pulmón y páncreas. 

Más estudios serán necesarios para comprender el mecanismo protector de EPO en corazón 

dado que no sería mediado por ninguna de las proteínas del ciclo del hierro evaluadas. 
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MODELO CELULAR 

1. INTRODUCCIÓN 

El hierro es un biometal esencial para el desarrollo y crecimiento neuronal (Altamura y 

Muckenthaler 2009). En estos procesos clave relacionados al metabolismo y replicación neuronal el 

hierro actúa como cofactor asociado a la mielinización neuronal (Altamura y Muckenthaler 2009).  

Si bien destacamos el rol esencial del hierro en estos procesos, su desregulación es extremadamente 

tóxica, especialmente, en condiciones de exceso, como inductor de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), mediante la reacción de Fenton (Winterbourn Christine C 1995). 

Estos mecanismos conducen al declive de las funciones neurológicas generando enfermedades 

neurodegeneartivas (Aguirre et al. 2005; Nuñez et al. 2012). 

Estudios de nuestro grupo identificaron proteínas pulmonares y pancreáticas clave del transporte 

de hierro y mostraron su función en la movilización celular por el estrés oxidativo inducido por hierro 

(Giorgi y Roque 2014, Giorgi, D´Anna y Roque 2015).  

A partir de estos resultados, estudiamos cómo las células neuronales SH-SY5Y movilizan el hierro 

en estado de exceso.  

Para ello desarrollamos un Modelo Celular de Sobrecarga de Hierro con FAC utilizando células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y, modelo de elección para el estudio de enfermedades 

neurodegenerativas (Aguirre et al. 2005; Preggi et al. 2006). 

 En estas condiciones estudiamos los procesos de captación, movilización y depósito de hierro 

identificando las proteínas relacionadas con los mismos, que se pueden asociar a los cambios en la 

viabilidad celular por estrés oxidativo.  

Evaluamos el efecto neuroprotector de EPO frente al exceso de hierro dado que previene la 

apoptosis neuronal inducida por estaurosporina, TNF-α y la inflamación (Preggi et al. 2006; Wenker 

et al. 2013). 
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2. EVALUACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR DE CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO SH-

SY5Y 

2.1 EFECTO DEL CITRATO AMÓNICO FÉRRICO 

   

La concentración de FAC a utilizar se determinó evaluando la viabilidad celular por el método 

de exclusión con azul tripán y el método de captación celular de rojo neutral realizando una curva 

dosis-respuesta utilizando diferentes concentraciones de FAC (0, 30, 80, 150, 450, 600 µM) durante 

distintos tiempos de incubación (24, 48 y 72 h).  Ambos métodos demostraron una diferencia 

significativa en la viabilidad celular utilizando dosis de FAC de 30 µM durante 72 h (64 ± 3%) (Figura 

2) o dosis altas de FAC de 450µM y 600 µM durante 24 h (67 ± 2%) (Figura 1) respecto al control (100 

± 12%). Por lo tanto, observamos que la viabilidad celular dependía de la concentración de FAC y del 

tiempo de incubación (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Viabilidad celular 24 h de incubación con diferentes dosis de FAC (0, 30, 80, 150, 450, 

600 µM). *p<0,05 
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Figura 2. Viabilidad celular 72 h de incubación con diferentes dosis de FAC (0, 30, 80, 150, 450, 

600 µM). *p<0,05 **p<0,01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 3. Viabilidad celular a diferentes tiempos de incubación con dosis de FAC 30 µM. **p<0,01 

2.2 EFECTO DEL PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

 

Se estudió el efecto del estrés oxidativo en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y con un 

agente oxidante como el peróxido de hidrógeno.  

Conociendo que el peróxido de hidrógeno (H2O2) es inductor de estrés oxidativo generando ROS, 

se evaluó viabilidad celular utilizando diferentes concentraciones de H2O2 (100, 200, 300 y 400 µM) 

como tratamiento celular.  
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En estas condiciones, se determinó que la concentración de H2O2 400µM/6 h de incubación 

disminuyó la viabilidad celular en un 30% (73 ± 6 %) respecto al control (100 ± 8 %) (Figura 4). 

Confirmando la muerte celular por especies reactivas de oxígeno generadas por H2O2. Las 

concentraciones fueron elegidas en base a bibliografía existente en células de neuroblastoma SH-

SY5Y por Feng et al. (2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. CUANTIFICACIÓN DE HIERRO EN EL MEDIO DE CULTIVO CELULAR 

 

Con el objetivo de evaluar si el hierro FAC estaba siendo internalizado por las células de 

neuroblastoma humano y causando la muerte celular decidimos cuantificar el nivel de hierro en el 

medio de cultivo para el tratamiento con FAC 30 µM/72h y FAC 600 µM/24 h. Dado que con estas 

concentraciones y tiempos de incubación se observaron diferencias significativas en la viabilidad 

celular, respecto al control.  

Se observó que el contenido de hierro en el medio de cultivo disminuyó un 25% en la condición 

600µM/24h (Figura 5) y un 42% en la condición 30µM/72 h (52,52 ± 10,2 µg/dL) (Figura 6) respecto 

al control (125,14 ± 15,9 µg/dL). Estos resultados sugirieron la internalización del FAC 30µM/72 h y 

Figura 4. Viabilidad celular utilizando H2O2 (100-400 mM) por 6 h.*p<0,05 
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la optimización del tratamiento dado que se comprobó que son más efectivas bajas dosis de hierro 

FAC durante periodos prolongados de tiempo. 

 

Figura 5. Cuantificación de hierro (µg/dL) en el medio de cultivo para tratamiento con FAC 600 µM 

24 y 48 h.*p<0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Cuantificación de hierro (µg/dL) en el medio de cultivo para tratamiento con FAC 30 µM 

72 h.*p<0,05 
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4. REVERSIÓN DEL EFECTO DE ROS CON N-ACETIL CISTEÍNA (NAC) EN SH-SY5Y 

 

4.1 REVERSIÓN DEL EFECTO DE FAC 

Para estudiar si el exceso de especies reactivas de oxígeno se relaciona con la muerte neuronal 

se decidió realizar un pretratamiento con un agente reductor conocido en la bibliografía (Kim et al. 

2015).  

La N-acetil cisteína (NAC) es un dador de grupos sulfhidrilo e interviene en la formación de 

glutatión y la reducción de las especies reactivas del oxígeno (Kim et al. 2015). Se evaluó viabilidad 

celular utilizando 2 concentraciones de NAC, 2mM y 4 mM 12 h previas al tratamiento con FAC 30 

µM/72 h.  

Se mostró que el pretratamiento con NAC 2mM aumentó la viabilidad celular un 40% (74 ± 6 %) 

respecto a FAC 30µM (35 ± 6 %) (Figura 7), revirtiendo su efecto oxidativo, sugiriendo que el exceso 

de hierro induce la muerte neuronal por estrés oxidativo mediante la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS). Posteriormente se decidió utilizar la dosis de NAC 2 mM 12 h previas al 

tratamiento con FAC 30µM/ 72 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Viabilidad celular utilizando NAC 2 y 4 mM 12 h previas a la incubación con FAC 30µM/ 

72 h.**p<0,01. 
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4.2 REVERSIÓN DEL EFECTO DEL PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

 

Una vez determinada la dosis óptima de peróxido de hidrógeno se evaluaron 2 concentraciones 

de NAC (2 y 4 mM) como pretratamiento 12 h previas al tratamiento con H2O2 /6 h.  

Se observó que el NAC 4mM (98 ± 3%) revertía el efecto sobre la viabilidad celular inducido por 

el H2O2 400 µM (74 ± 6 %) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Viabilidad celular utilizando NAC 2 y 4 mM 12 h previas al tratamiento celular con H2O2 

400 mM/6 h.*p<0,05 

 

5. EVALUACIÓN DEL EFECTO NEUROPROTECTOR INDUCIDO POR EPO 

 5.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DEL PRETRATAMIENTO CELULAR CON 

ERITROPOYETINA HUMANA  

 

El pretratamiento con EPO se basa en sus características de molécula neuroprotectora frente a 

agentes neurotóxicos e hipoxia (Preggi et al. 2006; Wenker et al. 2010), además de su clásica función 

en la eritropoyesis y la movilización de hierro. La evaluación de la función neuroprotectora de la 

eritropoyetina (EPO) frente al exceso de hierro, se realizó evaluando viabilidad celular con diferentes 

dosis de eritropoyetina humana recombinante (RhuEPO) (10, 25, 50, 75 y 100 UI) 12 h previas al 

tratamiento con FAC 30µM/72h, de acuerdo a la bibliografía consultada (Preggi et al. 2006).  

Dosis de EPO de 50 UI revirtieron el efecto del FAC 30µM/72h sobre la viabilidad celular, con un 

aumento significativo del 30% (Figura 9).  
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Figura 9. Viabilidad celular utilizando EPO 10, 25, 50, 75 Y 100 UI/mL como pretratamiento 12 h 

previas al tratamiento celular con FAC 30 µM/72 h.**p<0,01 

 

5.2 EFECTO DE LA ALBÚMINA SOBRE EL EFECTO NEUROPROTECTOR DE EPO 

 

Dado que EPO HEMAX contiene un elevado porcentaje de albúmina (5 mg de albúmina en cada 

ampolla de 3000 UI/2 mL de EPO), se realizó un control interno para descartar posibles efectos de la 

albúmina sobre las células de neuroblastoma y así asegurar que el efecto neto neuroprotector que 

demostramos es propio de EPO. 

Se preincubaron las células con 125 µg/ml (la cantidad de albúmina contenida en la dosis de EPO 

75 UI/mL) 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h y no se observan diferencias sobre la 

viabilidad celular respecto al tratamiento con FAC sugiriendo que el efecto observado es netamente 

de EPO (Figura 10). 
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Figura 10. Viabilidad celular utilizando albúmina 125 µg/mL 12 h previas al tratamiento celular 

con FAC 30 µM/72 h. **p<0,01 

 

6. EVALUACIÓN DE LA MOVILIZACIÓN DEL HIERRO CELULAR. MODELO DE SOBRECARGA DE 

HIERRO NEURONAL 

 

Una vez optimizado el Modelo Celular de Sobrecarga de Hierro evaluamos el efecto de las 

siguientes proteínas regulatorias del ciclo del hierro: a) propéptido de la proteína regulatoria 

hepcidina (prohepcidina); b) importadores del hierro: Receptor de Transferrina 1 (RTf1),  

transportador de metales divalentes (DMT1), Zrt-Irt like protein (ZIP14); c) de depósito como L y 

H ferritina, y d) de transporte del grupo hemo como heme carrier protein (HCP1) y felin leukemia 

virus subgroup C receptor related protein  1 (FLVCR1). 

La expresión de estas proteínas se estudió en presencia o ausencia de EPO y NAC. 

6.1. EXPRESIÓN DEL TRANSPORTADOR DE METALES DIVALENTES 1 

 

6.1.1 CÉLULAS INCUBADAS CON NAC 

 

La expresión de DMT1 fue claramente identificada en el citoplasma de las células del Grupo 

Control (Figura 11 A). En presencia de FAC la inmunoreactividad de DMT1 citoplasmatica fue débil 
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respecto a la condición basal (Figura 11 B), sugiriendo que el transportador no presenta un rol 

principal en la captación de hierro celular en exceso de hierro. 

El pretratamiento con NAC revirtió el efecto observado con el tratamiento con FAC siendo la 

expresión de DMT1 similar al control (Figura 11 D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.1.2 CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
Una vez que se mostró la disminución de la expresión de DMT1 en sobrecarga de hierro, 

evaluamos su expresión utilizando EPO 50 UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC. 

La expresión de DMT1 fue muy leve siguiendo la señal de hierro como señal predominante (Figura 

12 B y D), también mostramos que EPO no revierte el efecto inducido por FAC como lo hacía el 

antioxidante NAC. Este resultado siguiere que el efecto protector de EPO sobre la viabilidad celular 

no sería mediado por este transportador.  

Figura 11. Inmunomarcación de DMT1 en células de neuroblastoma humano. Grupo Control (A). Células SH-SY5Y tratadas 

con FAC 30µM 72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con NAC 2mM (C). Células SH-SY5Y pretratadas con NAC 2 mM/ 12 h previas 

al tratamiento con FAC 30µM/ 72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-DMT1 según lo 

descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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6.2. EXPRESIÓN DEL TRANSPORTADOR ZRT-IRT like PROTEIN 14 (ZIP14) 

6.2.1 CÉLULAS INCUBADAS CON NAC 

 
En condiciones basales ZIP 14 se localizó en el citoplasma celular (Figura 13 A), en presencia de 

FAC la expresión de ZIP14 fue intensa respecto al control (Figura 13 B) sugiriendo su participación en 

la captación del exceso de hierro, que podría conducir posteriormente a la muerte neuronal. La 

utilización del antioxidante N-acetil cisteína como pretratamiento produjo una disminución de la 

expresión de ZIP14 respecto a la condición con FAC similar al control (Figura 13 D). 

La evidente expresión de ZIP14 reflejaría su participación en la captación neuronal de hierro en 

estados de exceso. 

Figura 12. Inmunomarcación de DMT1 en células de neuroblastoma humano. Grupo Control (A).  Células SH-SY5Y tratadas 

con FAC 30µM/ 72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 50 UI/mL 12 

h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-DMT1 según 

lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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6.2.2 CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
Una vez que observamos el marcado aumento en la inmunomarcación de ZIP14 frente a hierro 

y que el mismo se revertía por el pretratamiento con NAC, evaluamos si el efecto neuroprotector de 

EPO se relacionaba con la expresión de esta proteína.  

Observamos que EPO no producía cambios en la expresión de ZIP14, es decir en el grupo FAC + 

EPO la inmunomarcación fue similar al grupo FAC siendo muy intensa (Figura 14 B y D), sugiriendo 

que el efecto de EPO no sería mediado por esta proteína.  

 

 

Figura 13. Inmunomarcación de ZIP14 en células de neuroblastoma humano.  Grupo Control (A). Células SH-SY5Y tratadas 

con FAC 30µM /72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con NAC 2Mm (C). Células SH-SY5Y pretratadas con NAC 2 Mm/ 12 h previas 

al tratamiento con FAC 30µM/ 72 h (D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-ZIP14 según lo descripto 

en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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6.3. EXPRESIÓN DEL RECEPTOR DE TRANSFERRINA 1 (RTf1) 

6.3.1 CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
La expresión del receptor de transferrina 1 (RTf1) se observó en la membrana y en el citoplasma 

celular de las células control (Figura 15 A).  

En exceso de hierro se observó un cambio de localización del importador de hierro celular 

limitándose al citoplasma celular (Figura 15 B), sugiriendo su endocitosis al unirse a su ligando hierro 

unido a transferrina (TBI) y de esta forma mediar una mayor captación de hierro.  

Figura 14. Inmunomarcación de ZIP14 en células de neuroblastoma humano. Grupo Control (A). Células SH-SY5Y tratadas 

con FAC 30µM/72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 50 UI/mL 

12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-ZIP14 

según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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En presencia de EPO como pretratamiento no se observaron cambios en la expresión del 

transportador de hierro RTf1 (Figura 15 D), indicando que el efecto neuroprotector de EPO no sería 

mediado por dicho importador. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

6.4 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA DE DEPÓSITO FERRITINA 

 

6.4.1 CÉLULAS INCUBADAS CON NAC 

 
Cuando evaluamos la expresión de L-Ferritina observamos una intensa marcación intracelular en 

el grupo expuesto a FAC respecto al Grupo Control (Figura 16 B), sugiriendo un mayor depósito de 

hierro intracelular como mecanismo protector debido a su capacidad de almacenar hierro 

A 

D C 

B 

Figura 15. Inmunomarcación del Receptor de Transferrina 1 en células de neuroblastoma humano. Grupo Control (A).  Células 

SH-SY5Y tratadas con FAC 30µM/72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 

50 UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti- 

RTf1 según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. Las flechas indican la localización del 

importador, en membrana o intracelular. Sobre el borde inferior detalle una ampliación de la marcación celular. 
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disminuyendo su biodisponibilidad en las organelas celulares, evitando la formación de radicales 

libres de oxígeno. El pretratamiento con NAC revirtió dicho efecto siendo la expresión similar al 

control (Figura 16 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6.4.2 CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
Una vez que observamos que en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y frente al hierro 

aumenta la expresión de L-ferritina y que este efecto se revertía con NAC, evaluamos la expresión de 

esta proteína con EPO como pretratamiento celular.  

Evaluamos si el efecto protector de EPO observado es mediado por esta proteína del ciclo del 

hierro, sin embargo, no observamos diferencias en la expresión de L-ferritina respecto a la condición 

Figura 16. Inmunomarcación de L-ferritina en células de neuroblastoma humano. Grupo control (A). Células SH-SY5Y 

tratadas con FAC 30µM /72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con NAC 2Mm (C). Células SH-SY5Y pretratadas con NAC 2 

mM/ 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/ 72 h. Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-L-

ferritina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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de exceso de hierro encontrándose en ambos casos altamente expresada en el citoplasma celular en 

relación al Grupo Control (Figura 17 B y D). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
También evaluamos la expresión de la isoforma H de la proteína ferritina mediante 

inmunofluorescencia. Al igual que para L-ferritina se observó un aumento de su expresión en 

Sobrecarga de Hierro respecto al Grupo Control (Figura 18 F) sugiriendo una mayor acumulación 

intracelular como mecanismo protector frente al exceso de hierro. No se demostraron cambios en 

presencia de eritropoyetina como pretratamiento (Figura 18 L). 

 

 
 

Figura 17. Inmunomarcación de L-Ferritina en células de neuroblastoma humano.  Grupo control (A).  Células SH-SY5Y 

tratadas con FAC 30µM/ 72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 

50 UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario 

anti-L-ferritina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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Figura 18. Inmunofluorescencia para H-ferritina en células de neuroblastoma humano. Núcleos de grupo control marcación con 

DAPI (A). Expresión de H-ferritina en grupo control (B). Merge grupo control (C). Núcleos de grupo sobrecarga de hierro (D). Expresión 

de H-ferritina grupo FAC (E). Merge grupo FAC (F). Núcleos grupo con eritropoyetina (G). Expresión de H-ferritina grupo EPO (H). 

Merge grupo EPO (I). Núcleos de células pretratadas con Eritropoyetina 50 UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h (J). 

Expresión de H-ferritina grupo EPO+FAC (K). Merge grupo EPO+FAC (L). Las células se procesaron utilizando el anticuerpo primario 

anti-H-ferritina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 

H-Ferritina 
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6.5 EXPRESIÓN DEL PROPÉPTIDO DE LA PROTEÍNA REGULATORIA HEPCIDINA 

 

6.5.1 CÉLULAS INCUBADAS CON NAC 

 
A partir de los cambios en la importación de hierro que observamos, nos preguntamos si el 

regulador principal del ciclo del hierro, la proteína hepcidina, tendría una función en el control de la 

movilización neuronal en estados de exceso de hierro.  

Es bien conocida la función de hepcidina hepática a nivel sistémico, disminuyendo la captación de 

hierro duodenal y su liberación desde los sitios de depósito (Ganz y Nemeth 2012). De esta forma 

disminuye los niveles de hierro en estados de exceso mediante la internalización y degradación del 

único exportador de hierro conocido Ferroportina. También se ha observado la producción de esta 

hormona a nivel de los macrófagos esplénicos (Liu et al. 2005) y adipocitos en obesidad severa (Bekri 

et al. 2006), sin embargo, su rol extrahepático no es del todo claro y se cree que podría tener 

regulaciones locales dependiendo de los diferentes órganos.  

En nuestro laboratorio se observó en células pancreáticas y hepáticas que en exceso de hierro 

aumenta la expresión de prohepcidina (D´Anna y Roque, 2013; Giorgi y Roque, 2014), sin embargo, 

poco se conoce sobre su rol en neuronas. La presencia del propéptido de hepcidina en células de 

neuroblastoma humano que observamos en nuestro modelo celular de sobrecarga de hierro despeja 

cuestiones sobre el rol de hepcidina en neuronas, demostrando que es regulada por hierro.  

En presencia de FAC la inmunomarcación intracelular de prohepcidina fue intensa respecto al 

control (Figura 19 B) y al pretratamiento con NAC lo que reflejaría una aumentada síntesis de 

hepcidina que podría contribuir a la acumulación de hierro neuronal.  
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Figura 19. Inmunomarcación de prohepcidina en células de neuroblastoma humano. Grupo control (A). Células SH-SY5Y 

tratadas con FAC 30µM /72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con NAC 2Mm (C). Células SH-SY5Y pretratadas con NAC 2 Mm/ 

12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h. Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-prohepcidina 

según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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6.5.2 CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
Una vez demostrado con nuestro Modelo de Sobrecarga de Hierro neuronal que hepcidina es 

regulada positivamente por hierro en neuronas evaluamos el efecto sobre la expresión del 

propéptido de hepcidina previo tratamiento con EPO. 

No se observaron diferencias en la expresión de prohepcidina neuronal utilizando EPO como 

pretratamiento siendo su expresión similar a la de las células únicamente tratadas con FAC (Figura 

20 B y D). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Inmunomarcación de prohepcidina en células de neuroblastoma humano. Grupo control (A).  Células SH-SY5Y 

tratadas con FAC 30µM /72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 50 

UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h (D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-

prohepcidina según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm. 
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 6.6 EVALUACIÓN DEL MECANISMO REGULATORIO DE LA SÍNTESIS DE HEPCIDINA NEURONAL 

 
Una vez que observamos que el exceso de hierro aumentó la expresión de prohepcidina 

sugiriendo un aumento de la síntesis de hepcidina, estudiamos el mecanismo regulatorio para la 

síntesis de hepcidina. Mediante ensayos de inmunofluorescencia de proteínas que participan en las 

vías que controlan la síntesis de este pro-péptido regulador, el RTF2 y HFE: evaluando la expresión 

y localización o colocalización del Receptor de Transferrina 2 (RTf2) y la proteína reguladora del 

hierro HFE. 

 La función del complejo RTf2-HFE es aún discutida, pero es conocido que ambas proteínas son 

necesarias para el sensado de la transferrina diférrica. La interacción de RTf2 y HFE podría ser 

necesaria para que el complejo HJV-BMP2-RBMP tipo II sea endocitado eficientemente 

proporcionando un vínculo entre la transferrina diférrica y la vía de señalización BMP-SMAD (Latour 

et al. 2016). 

 En nuestro modelo celular observamos que en condiciones basales estas proteínas se 

encontraban aisladas mientras que en presencia de exceso de hierro colocalizaban (Figura 21a H) 

lo que sugiere que se desencadenaría el mecanismo de transcripción del gen de la proteína 

hepcidina por la vía de señalización celular de las BMP-SMAD. No se observaron diferencias al 

pretratar a las células con EPO respecto al tratamiento únicamente con FAC (Figura 21a P).  

Mediante la utilización del programa Image J se observó colocalización en presencia de exceso de 

hierro (Figura 21b B) (Pearson's R value (no threshold): 0.96 Pearson's R value (below threshold): 

0.55 Pearson's R value (above threshold): 0.94) mientras que la coexpresion de proteínas fue baja 

en el control (Fig 21b A) (Pearson's R value (no threshold): 0.72 Pearson's R value (below threshold): 

-0.01 Pearson's R value (above threshold): 0.38). 
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Figura 21 a). Inmunofluorescencia para RTf2 y HFE en células de neuroblastoma humano.  Núcleos de grupo control 

marcación con DAPI (A). Expresión de RTf2 grupo control (B). Expresión de HFE grupo control (C). Merge grupo control (D). 

Núcleos de grupo sobrecarga de hierro (E). Expresión de RTf2 grupo FAC (F). Expresión de HFE grupo FAC (G). Merge grupo FAC 

(H). Núcleos grupo con eritropoyetina (I). Expresión de RTf2 grupo EPO (J).  Expresión de HFE grupo EPO (K). Merge grupo EPO 

(L). Núcleos de células pretratadas con Eritropoyetina 50 UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h (M). Expresión 

de RTf2 grupo EPO+FAC (N). Expresión de HFE grupo EPO+FAC (O). Merge grupo EPO+FAC (P). Las células se procesaron 

utilizando los anticuerpos primarios anti-RTf2 y anti-HFE según lo descripto en materiales y métodos (n=3/grupo). La barra 

representa 20 μm. 
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6.7 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA IMPORTADORA DEL GRUPO HEMO, HCP1 

6.7.1. CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
El transportador HCP1 (heme carrier protein 1) es una proteína enterocítica de 9 dominios 

transmembrana, hidrofóbica de 446 aminoácidos que transporta moléculas desde el lumen del tracto 

digestivo. Se localiza en la membrana apical de los enterocitos, principalmente en duodeno, aunque 

también ha sido detectada en hígado y riñón.  

Su expresión es regulada por mecanismos pre y post transcripcionales, asociándose ésta última 

a su movilización celular desde membrana a citoplasma (Przybyszewska y Żekanowska 2014). 

Nuestro interés en estudiar la expresión del importador de hierro hemo HCP1 en el Modelo 

Celular de Sobrecarga de Hierro neuronal se basa en que alteraciones en el grupo hemo se han 

asociado a la acumulación de hierro neuronal en enfermedades neurodegenerativas (Li et al. 2017).  

En nuestro Modelo Celular el importador HCP1 se localizó en la membrana celular y no se 

observaron cambios en ninguna de las 4 condiciones evaluadas, indicando su rol en la captación de 

hierro hemo en condiciones basales (Figura 22). La expresión de HCP1 no sería regulado por FAC ni 

EPO. 

Figura 21 b). Análisis de colocalización de RTF2 y HFE en células de neuroblastoma humano. Image J.  

(A) Grupo Control (B) Grupo FAC. 
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6.8 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA EXPORTADORA DEL GRUPO HEMO, FLVCR 

6.8.1. CÉLULAS INCUBADAS CON EPO 

 
 

Un exportador de hierro hemo, el receptor del virus de la leucemia felina subgrupo C (FLVCR) 

es un miembro de la familia de SLC49 de 4 genes parálogos. Se encuentra en la superficie celular y es 

esencial para la eritropoyesis y la homeostasis del hierro (Khan y Quigley 2013). 

Figura 22. Inmunomarcación de HCP1 en células de neuroblastoma humano. Grupo control (A).  Células SH-SY5Y tratadas 

con FAC 30µM /72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 50 UI/mL 12 

h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario anti-HCP1 según 

lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  



Resultados 
 

215 
 

Se ha identificado a FLVCR como el exportador principal de hemo en los mamíferos protegiendo 

a los progenitores eritroides de la toxicidad potencial del hierro durante la síntesis del grupo hemo 

(Quigley et al. 2004).  

Decidimos estudiar la expresión de FLVCR en el modelo celular de exceso de hierro por sus 

funciones en la eritropoyesis (Quigley et al. 2004) y porque en pacientes con desórdenes 

neurodegenerativos se han observado mutaciones del gen SLC49A1 que codifica para FLVCR1. 

En nuestro Modelo Celular el exportador de hemo FLVCR se observó en la membrana celular y en el 

citoplasma sin observarse cambios en ninguna de las 4 condiciones evaluadas indicando su rol en la 

exportación de hierro hemo en condiciones basales (Figura 23). La expresión de ésta proteína no 

sería regulado por hierro ni EPO, en este modelo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 

Figura 23. Inmunomarcación de FLVCR en células de neuroblastoma humano.  Grupo control (A).  Células SH-SY5Y 

tratadas con FAC 30µM /72 h (B). Células SH-SY5Y tratadas con EPO 50 UI/mL (C). Células SH-SY5Y pretratadas con EPO 

50 UI/mL 12 h previas al tratamiento con FAC 30µM/72 h.(D). Las células se procesaron utilizando anticuerpo primario 

anti-FLVCR según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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6.9 CONTROL NEGATIVO DE INMUNOMARCACION CELULAR 

La incubación de células con PBS reemplazando al anticuerpo primario no mostró marcación en 

ninguna de las proteínas estudiadas (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 
 

MODELO ANIMAL 

7. INTRODUCCIÓN 

Diversos estudios han propuesto que la acumulación de hierro en áreas específicas del cerebro 

conduce a la producción de estrés oxidativo. Siendo este efecto crítico en la patogenia y progresión 

en las enfermedades neurodegenerativas (von Bernhardi and Eugenin 2012; Nuñez et al. 2012). 

Estudios de Hänninen et al. (2009) describieron que genes que codifican proteínas del ciclo del 

hierro como hepcidina, RTf1, RTf2 y HFE se expresan en cerebro en condiciones normales y su patrón 

de expresión se altera en presencia de tumores cerebrales sugiriendo que estos genes tendrían un 

rol en la homeostasis de hierro cerebral.  

En este trabajo se inició el estudio de la sobrecarga de hierro en sistema nervioso con el objeto 

de clarificar aspectos de la expresión de proteínas clave del ciclo del hierro y la acumulación del 

biometal en diferentes regiones cerebrales.  

 

 

 

Figura 24. Control negativo celular. Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y incubadas con PBS en lugar del 

anticuerpo primario. Las células se procesaron según lo descripto en Materiales y Métodos. La barra representa 20 μm. 
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8.  IDENTIFICACIÓN DE LAS REGIONES CEREBRALES 

Para identificar las distintas regiones cerebrales extraídas según se describió en Materiales y 

Métodos, se realizó la tinción de hematoxilina y eosina a cortes de cada sección. Posteriormente, se 

indicaron las regiones de interés en base a las coordenadas stereotáxicas de cerebro de ratón 

observadas al microscopio óptico y/o bajo lupa (Figuras 25,26 y 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Hematoxilina y eosina de regiones cerebrales. 

Identificación de cerebelo. Los tejidos se procesaron para 

tinción de hematoxilina y eosina según lo descripto en 

Materiales y Métodos. Observación con lupa. Corte sagital 

Figura 26. Hematoxilina y eosina de regiones cerebrales. 

Identificación de corteza,  hipocampo. Los tejidos se 

procesaron para tinción de hematoxilina y eosina según lo 

descripto en Materiales y Métodos. Observación con lupa. 

Corte sagital 

Figura 25. Hematoxilina y eosina de regiones cerebrales. Identificación de neocorteza, tálamo, hipotálamo e hipocampo. Los 

tejidos se procesaron para tinción de hematoxilina y eosina según lo descripto en Materiales y Métodos. Observación con lupa. 
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9. EVALUACIÓN DEL HIERRO CEREBRAL 

9.1 CUANTIFICACIÓN DE HIERRO TISULAR EN LAS REGIONES CEREBRALES 

 

Con el objetivo de evaluar en los grupos en estudio (Control, Sobrecarga de hierro, EPO y 

Sobrecarga de Hierro + EPO) la distribución de hierro en las distintas regiones cerebrales se cuantificó 

el hierro según lo descripto en Materiales y Métodos. 

En el estriado de ratón se observó un aumento significativo de hierro en el grupo de Sobrecarga 

de Hierro (334,7 µmol de hierro/g de tejido) respecto al control (125,5 µmol de hierro/g de tejido) y 

al grupo EPO (151,08 µmol de hierro/g de tejido) (Figura 28). Mientras, que en ratones que recibieron 

hierro + EPO no se observaron diferencias significativas con el grupo de Sobrecarga de Hierro (257,6 

µmol de hierro/g de tejido) (Figura 28).  

La misma tendencia fue observada en cerebelo, en donde el grupo de Sobrecarga de Hierro 

mostró un aumento significativo (2124,4 µmol de hierro/g de tejido) respecto al Grupo Control (4,79 

µmol de hierro/g de tejido) y al grupo EPO (14,1 µmol de hierro/g de tejido).  

En el grupo de Sobrecarga de Hierro + EPO se observó una disminución no significativa (1664,8 

µmol de hierro/g de tejido) respecto al grupo de Sobrecarga y además los Grupos Control y EPO 

presentaron muy bajo contenido de hierro (Figura 29). 
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en cerebelo en el modelo animal de 
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expresados en µMoles de hierro/g de 

tejido. *p<0,05 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

CONTROL HIERRO EPO HIERRO+EPO

µ
M

o
le

s 
d

e 
h

ie
rr

o
/g

 d
e 

te
jid

o

Figura 28. Cuantificación de hierro 

en estriado en el modelo animal de 

sobrecarga de hierro + EPO. Valores 

expresados en µMoles de hierro/g de 

tejido. *p<0,05 

 

* 

* 

* 

* 



Resultados 
 

219 
 

9.2 ANÁLISIS CUALITATIVO DEL HIERRO TISULAR. OBSERVACIÓN DE HEMOSIDERINA  

La acumulación de hierro en cerebelo, estriado e hipocampo se observó con ensayos cualitativos que 

mostraron el aumento de hemosiderina mediante la tinción de Perls modificada que fue más sensible 

que la tinción de Perls clásica dado que utiliza DAB (Materiales y Métodos). 

Mediante esta tinción específica se pudo observar abundante hemosiderina en el Grupo de 

Sobrecarga de Hierro en áreas cerebrales como estriado (Figura 30 B), hipocampo (Figura 31 B), 

cerebelo (Figura 32 B) y médula espinal (Figura 33 B), mientras que en el Grupo Control no se 

identificó hemosiderina.  
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Figura 30. Hemosiderina en estriado. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se procesaron para 

tinción de Perls modificada según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

A B 

A B 

Figura 31. Hemosiderina en hipocampo. Grupo control (A). Grupo  de sobrecarga de hierro (B). Los tejidos se procesaron 

para tinción de Perls modificada según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  



Resultados 
 

220 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS CLAVE DEL CICLO DEL HIERRO 

10.1 EXPRESIÓN DEL TRANSPORTADOR DE METALES DIVALENTES DMT1 

Con el objetivo de identificar si la captación de hierro es mediada por DMT1 se realizó una 

inmunohistoquímica incubando las diferentes regiones del sistema nervioso con el anticuerpo anti-

DMT1.  

Se observó una disminución de la expresión de DMT1 en cuerpo estriado (Figura 34 B), hipocampo 

(Figura 35 B) y cerebelo (Figura 36 B) en Sobrecarga de Hierro respecto al Control sugiriendo que este 

importador no sería el responsable de la captación de hierro en estados de exceso.  

Figura 32. Hemosiderina en cerebelo. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se procesaron para 

tinción de Perls modificada según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

A B 

B A 

Figura 33. Hemosiderina en médula espinal. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se procesaron 

para tinción de Perls modificada según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  
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De manera similar a las células de neuroblastoma tratadas con FAC pudimos determinar que DMT1 

no participaría en la captación y acumulación de hierro observado en las regiones cerebrales estudiadas.  

En efecto en hipocampo, cerebelo y estriado disminuye la expresión de DMT1 en presencia de 

hierro. Este mecanismo se podría explicar en base a nuestros resultados previos en donde mostramos 

una regulación negativa de hepcidina sobre DMT1 en el Modelo Celular de Sobrecarga de Hierro en 

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Figura 19 B). Por lo tanto, podríamos explicar la disminución 

de la expresión de DMT1 en hipocampo, cerebelo y estriado mediante un aumento de la expresión de 

hepcidina o mediante la regulación IRE-IRP de DMT1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 34. Expresión de DMT1 en estriado. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B).Los tejidos se procesaron 
utilizando anticuerpo primario anti-DMT1 según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 
20 μm.  

A B 

Figura 35. Expresión de DMT1 en hipocampo. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B).Los tejidos se procesaron 
utilizando anticuerpo primario anti-DMT1 según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 
20 μm. 
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10.2  INMUNOHISTOQUÍMICA PARA EL TRANSPORTADOR ZIP14 

Posteriormente comparamos la expresión del importador ZIP14 en el Modelo Animal de 

Sobrecarga de Hierro con el Modelo Celular. Para ello evaluamos en el modelo in vivo si la expresión 

de ZIP14 mostraba una intensa marcación similar a la observada en el Modelo Celular en presencia 

de hierro.  

Nuestros resultados mostraron una intensa marcación en las diferentes regiones estudiadas 

respecto al Grupo Control (Figuras 37 B,38 B, 39 B y 40 B). Nuestros resultados sugieren que ZIP14 

podría cumplir una función relevante en la sobrecarga de hierro en tejido nervioso.  

En el cerebelo de los ratones en el Grupo de Sobrecarga de Hierro, ZIP14 se expresó 

intensamente en las células granulares y en la capa molecular (Figura 39 B). Este cambio sugiere una 

mayor captación de hierro a través de la regulación de ZIP14.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Expresión de DMT1 en cerebelo. Grupo control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se 

procesaron utilizando anticuerpo primario anti-DMT1 según lo descripto en Materiales y Métodos (n=3/grupo). La 

barra representa 20 μm.  

B A 

Figura 37. Expresión de ZIP14 en estriado. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se 
procesaron para inmunohistoquímica utilizando anticuerpo primario anti-ZIP14 según lo descripto en Materiales 
y Métodos (n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

B A 
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Figura 38. Expresión de ZIP14 en hipocampo. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se procesaron 

para inmunohistoquímica utilizando anticuerpo primario anti-ZIP14 según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

A B 

Figura 39. Expresión de ZIP14 en cerebelo. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se procesaron 

para inmunohistoquímica utilizando anticuerpo primario anti-ZIP14 según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

A B 

Figura 40. Expresión de ZIP14 en médula espinal. Grupo Control (A). Grupo Sobrecarga de Hierro (B). Los tejidos se 

procesaron para inmunohistoquímica utilizando anticuerpo primario anti-ZIP14 según lo descripto en Materiales y Métodos 

(n=3/grupo). La barra representa 20 μm.  

B A 
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10.3 CONTROLES NEGATIVOS DE INMUNOMARCACION 

La incubación de las diferentes regiones estudiadas, estriado (Figura 41), hipocampo (Figura 42), 

cerebelo (Figura 43) y médula espinal (Figura 44) con PBS reemplazando al anticuerpo primario no 

mostró marcación en ninguna de las proteínas evaluadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Control negativo hipocampo. Sección de tejido 

incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. Los 

tejidos células se procesaron según lo descripto en Materiales 

y Métodos. La barra representa 20 μm. 

Figura 43. Control negativo cerebelo. Sección de tejido 

incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. Los 

tejidos células se procesaron según lo descripto en 

Materiales y Métodos. La barra representa 20 μm. 

Figura 44. Control negativo médula espinal. Sección de 

tejido incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. 

Los tejidos células se procesaron según lo descripto en 

Materiales y Métodos. La barra representa 20 μm. 

Figura 41. Control negativo estriado. Sección de tejido 

incubado con PBS en lugar del anticuerpo primario. Los 

tejidos células se procesaron según lo descripto en 

Materiales y Métodos. La barra representa 20 μm. 
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1. MODELO CELULAR 

1.1 VIABILIDAD CELULAR 
En este trabajo, demostramos la mayor captación de hierro del medio de cultivo en células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y incubadas con FAC 30µM/72hs en concordancia con resultados de 

Salvador y Oteiza (2011) quienes observaron muerte celular al utilizar un modelo in vitro de células 

de neuroblastoma IMR-32 incubadas con FAC. Asimismo, Rakshit et al. (2019) demostraron que FAC 

induce muerte neuronal en células SH-SY5Y en función de la dosis utilizada (2,5 y 5 mM/48 h).  

 Numerosos estudios relacionan a las enfermedades neurodegenerativas con la dishomeostasis 

del hierro (Altamura y Muckenthaler 2009; Zecca et al. 2001, Aguirre et al. 2007).  

Nuestros estudios reportan que la desregulación del ciclo del hierro induce la muerte neuronal 

de manera dosis y tiempo dependiente. Es ampliamente conocido que el hierro es un agente oxidante 

altamente tóxico cuando se encuentra en exceso dado que induce estrés oxidativo porque cataliza la 

formación de especies reactivas de oxígeno mediante la reacción de Fenton (Wang, 2011).  

Con el objetivo de evaluar la participación de especies reactivas de oxígeno en la muerte celular 

utilizamos un antioxidante como pretratamiento. El agente reductor N-acetil cisteína (NAC) es un 

dador de grupos sulfhidrilo e interviene en la formación de glutatión y la reducción de las especies 

reactivas del oxígeno.  

De esta manera demostramos que la muerte celular se debe a estrés oxidativo. Esta hipótesis es 

sustentada por un estudio de Rakshit et al. (2019) que demuestra que el hierro induce la generación 

intracelular de ROS en células de neuroblastoma humano.  

En nuestros ensayos determinamos que el estrés oxidativo aumenta la vulnerabilidad de las 

células neuronales al incubarlas con un agente oxidante, el peróxido de hidrógeno. Esta interrelación 

detectada entre el estrés oxidativo y la viabilidad celular fue descripta por otros autores que 

observaron que la presencia de altas concentraciones de hierro aumenta la susceptibilidad de las 

células neuronales al estrés oxidativo mediante la producción de ROS en un modelo de SH-SY5Y 

incubadas con FeCl3 (Bautista et al. 2015).   

Nuestros estudios en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y se continuaron con el análisis 

del efecto de la eritropoyetina como pretratamiento. La eritropoyetina es conocida por su acción 

hematopoyética estimulando la proliferación, diferenciación y supervivencia de los precursores 
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eritroides (Fandrey, 2004).  A esta conocida acción de EPO se le suma su capacidad citoprotectora 

observada en diversos tipos celulares como neuronas, células pancreáticas y pulmonares entre otras 

(Pregi et al. 2006; Wenker et al. 2006; Choi et al. 2010; Hamdi et al. 2009; Bany-Mohammed et al. 

1996).  

En el presente trabajo demostramos que EPO es capaz de prevenir la acción tóxica del hierro sobre 

las células de neuroblastoma cuando se utiliza como pretratamiento 12 h previas a la incubación con 

FAC.  

En concordancia con nuestros resultados, otros autores han visualizado esta función no-

hematopoyética de la citoquina cuando las células SH-SY5Y son tratadas con distintos inductores de 

apoptosis como la staurosporina, TNF-α e hipoxia (Pregi et al. 2006, Wenker et al. 2013).  

Una vez demostrado el efecto protector de NAC y EPO como pretratamientos celulares decidimos 

evaluar si dicho mecanismo era mediado o no por las proteínas clave del ciclo del hierro. De esta 

forma nuestro Modelo Celular nos permitió clarificar dudas sobre los efectos del exceso de hierro en 

el metabolismo del hierro neuronal, comprendiendo los mecanismos que participan en su captación, 

movilización, y acumulación celular. 

1.2 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

1.2.1 Importador de hierro ZIP14 

Un aspecto relevante de nuestro estudio es que demostramos la localización citoplasmática de 

ZIP14 en neuronas en condiciones basales sugiriendo que este importador participaría en la 

movilización intracelular del biometal. Esta localización fue también descripta en cultivo primario de 

neuronas de hipocampo (Ji y Kosman 2015).  

Pelizzoni et al. (2011-2012) han demostrado la captación neuronal de NTBI mediante el 

transportador ZIP14. Se conoce la función del transportador ZIP14 en la captación de hierro NTBI 

cuando se localiza en membrana celular y que su expresión aumenta en condiciones fisiopatológicas 

de sobrecarga de hierro (Liuzzi et al. 2006).  

Por otra parte, estudios previos realizados en nuestro laboratorio revelaron la expresión citosólica 

de ZIP14 en células bronquiales que favorecería la movilización intracelular del hierro TBI en estado 

de sobrecarga (Giorgi, D´Anna y Roque, 2015).  
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Esta función intracelular de ZIP14 también fue sugerida en células acinares pancreáticas en ratas 

alimentadas con una dieta enriquecida en hierro (Nam et al. 2013). 

En nuestro Modelo Celular, en presencia de exceso de hierro la aumentada expresión del 

importador ZIP14 refleja una mayor captación de hierro celular que aumentaría la producción de 

especies reactivas de oxígeno. Esta hipótesis fue demostrada por nuestros ensayos con el 

antioxidante NAC que mostraron que la expresión del importador ZIP14 vuelve a ser similar al control 

cuando las células se pretrataron con NAC.  

El ARNm de ZIP14 no posee elementos IRE por lo tanto, es poco probable que sea regulado por el 

sistema IRE-IRP. Si bien no se conocen con precisión los eventos celulares que regulan post-

transcripcionalmente a ZIP14, Nam et al. (2013) sugirieron que este control podría incluir la inhibición 

de la traducción, la represión de la traducción por micro ARN y la regulación de la localización de su 

ARNm. 

1.2.2 Importador de hierro RTf1 

En 1996 Moos describió la captación neuronal de hierro unido a transferrina mediada por el 

receptor de transferrina 1 (RTf1) como un mecanismo celular de incorporación de hierro.  

En nuestro Modelo Celular reportamos la expresión del transportador en condiciones basales 

localizado en la membrana celular de las células SH-SY5Y. Este hallazgo indicaría su participación en 

la captación celular de hierro TBI.  

La localización de RTf1 en membrana fue previamente observada por Siddapa et al. (2002) en 

neuronas de rata en condiciones de adecuado hierro.  

En nuestro Modelo Celular en condiciones de exceso del biometal observamos de manera 

novedosa un cambio de localización de RTf1, encontrándose predominantemente en el interior 

celular.  

Este cambio de localización que demostramos por primera vez en neuronas podría reflejar su 

participación en la captación de hierro TBI desde el medio extracelular mediante la unión RTf1-

transferrina y su posterior endocitosis e internalización.  

Concluimos que estos dos transportadores, ZIP14 y RTf1, serían los responsables de la captación 

celular de hierro y su posterior acumulación en ferritina en el interior celular conduciendo a la muerte 

neuronal.  
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1.2.3 Importador de hierro DMT1 

DMT1 es un importador clave del ciclo del hierro que participa en la captación de hierro ferroso 

en varios tipos celulares.  

En nuestro laboratorio se ha estudiado su participación en la captación de hierro en células 

pancreáticas y pulmonares en condiciones basales y en estados de sobrecarga de hierro (Giorgi, 

D´Anna y Roque 2015, Giorgi, D´Anna y Roque 2016).  

En neuronas en condiciones basales, el transportador DMT1 es un componente relevante del 

sistema de transporte de hierro cerebral (Burdo et al 1999). Nuestros resultados demuestran que en 

presencia de hierro DMT1 no tendría un rol relevante en la captación de hierro celular.  

Sin embargo, debemos destacar que este resultado nos conduce a la hipótesis de que las células 

de neuroblastoma humano desarrollan un mecanismo protector frente al hierro en exceso 

disminuyendo la expresión de DMT1 para disminuir la captación de hierro celular.  

En este contexto, los estudios de Aguirre et al. (2005) en coincidencia con nuestros resultados 

demostraron que la disminución de la expresión de DMT1 frente al exceso de hierro en células SH-

SY5Y tratadas con FeCl3 era el mecanismo responsable de bloquear la captación de hierro en la 

población de neuronas que sobreviven. 

La disminución de la expresión del importador DMT1 puede explicarse mediante la regulación 

de la isoforma de DMT1 IRE que en exceso de hierro disminuye su traducción al no poder unirse al 

segmento IRP1 o mediante una regulación negativa mediada por el aumento de hepcidina.  

Podemos concluir que ZIP14 y RTf1 en exceso de hierro serían los importadores que participan 

en la captación de hierro neuronal que producen la sobrecarga de hierro con posterior muerte 

neuronal. Tanto ZIP14 como RTf1 tendrían un rol prevalente sobre el importador DMT1 que no sería 

el responsable de la captación de hierro.  

1.2.4 Proteína de depósito de hierro L-ferritina 

El hierro celular se almacena en la proteína de depósito denominada ferritina. Existen dos cadenas 

la H (High) y la L (Light). La ferritina H contiene una ferroxidasa central que es capaz de convertir los 

iones de hierro ferroso libres en hierro férrico evitando la reacción de Fenton celular. En cambio, L-

ferritina tiene un rol en la nucleación y mineralización del hierro (Jin et al. 2019).  
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Las dos isoformas de ferritina se expresan en diferentes órganos y en distintas patologías. L-

ferritina se encuentra principalmente en bazo e hígado y H-ferritina en corazón y riñón (Torti y Torti 

2002).  

En nuestros estudios, demostramos el aumento en los depósitos de hierro como L y H ferritina 

mediante las técnicas de inmunocitoquímica e inmunfluorescencia, que reflejarían la alta captación 

de hierro celular mediada por ZIP14 y RTf1.  

Nuestros resultados indican que las neuronas son capaces de almacenar hierro al igual que las 

células hepáticas y duodenales como mecanismo de protección frente a la toxicidad del biometal en 

estados de exceso de hierro (D´Anna, Giorgi y Roque 2013, Giorgi, D´Anna y Roque 2015).  

La elevada expresión de ferritina en Sobrecarga de Hierro podría explicarse por la regulación post-

transcripcional de su ARNm. Esta regulación de ferritina es mediada por la unión de IRPs al segmento 

IRE localizado en el extremo 5´ de su ARNm (Harrison & Arosio, 1996). 

 La inactivación de IRPs por el exceso de hierro aumenta la expresión de ferritina debido a que IRP 

inactiva no se une a IRE, por lo que no bloquea la traducción de esta proteína de depósito (Harrison 

& Arosio, 1996). 

1.2.5 Proteína regulatoria hepcidina 

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 hígado es el principal 

órgano productor de hepcidina, se ha caracterizado la síntesis de este péptido en el tejido 

pancreático, pulmonar, renal y nervioso (Kulaksiz et al. 2005; Kulaksiz et al. 2008; Wang et al. 2008; 

Frazier et al. 2011). Valore y Ganz (2008) demostraron una asociación directa entre el propéptido de 

hepcidina y los niveles de hepcidina en células de hepatoma.  

En nuestro estudio celular evaluamos los niveles de prohepcidina. El aumento de su expresión 

en presencia de hierro sugeriría un aumento en la síntesis de la proteína hepcidina.  

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la expresión de prohepcidina aumenta 

en células hepáticas y pancreáticas en respuesta al exceso de hierro (D´Anna y Roque, 2013; Giorgi y 

Roque, 2014). De manera novedosa nuestros resultados actuales indican que hepcidina es regulada 

por hierro también en neuronas.  
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El aumento de la expresión de hepcidina podría sugerir una regulación negativa por el eje 

hepcidina-ferroportina y una menor exportación de hierro celular mediante este transportador. La 

conocida acción de hepcidina sobre el único exportador de hierro Ferroportina (FPN) internalizándolo 

y degradándolo, contribuiría a la acumulación intracelular de hierro y la muerte neuronal. Du et al. 

(2015) han reportado recientemente el aumento del ARNm de hepcidina inducido por hierro en 

diferentes regiones cerebrales de rata. En contraposición con nuestra hipótesis Helgudottir et al. 

(2018) reportaron un aumento del ARNm de FPN en células PC12 tratadas con FAC 30 mM sugiriendo 

una mayor liberación del biometal.  

El ARNm de ferroportina posee un segmento IRE en la region 5′UTR, que media la reducción de 

la transcripción de ferroportina cuando la concentración intracelular de hierro es baja. La regulación 

post transcripcional de FPN es modulada por hepcidina (Helgudottir et al. 2018).  

1.2.6 Mecanismo regulatorio de síntesis de hepcidina 

Posteriormente decidimos investigar el mecanismo involucrado en la regulación de síntesis de 

hepcidina en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en respuesta al hierro. Nuestros estudios 

clarifican el mecanismo regulatorio de la síntesis de la proteína hepcidina, demostrando que el 

exceso de hierro induce su expresión mediante una cascada de señalización que involucra a RTf2 y 

HFE y la subsiguiente vía de las BMP. Por primera vez mediante este trabajo demostramos que el 

mecanismo regulatorio de la síntesis de hepcidina neuronal mediado por hierro es similar al 

observado en tejido hepático.  

En hígado se ha observado que los elevados niveles de transferrina diférrica inducen la 

interacción del complejo hierro-transferrina con el receptor de transferrina 1 produciendo la 

disociación entre RTf1 y la proteína de la hemocromatosis (HFE). Posteriormente HFE forma un 

complejo con RTf2 (Pantapoulos, 2008). La unión del complejo HFE-RTf2 con Fe-Tf produce la 

interacción de BMP6 con su receptor (RBMP) y su correceptor llamado hemojuvelina (HJV). Éstas 

interacciones conducen a la transcripción del gen de hepcidina (Ganz y Nemeth, 2012).  

Esta hipótesis es soportada por Pellegrino et al. (2016) quienes reportaron la ausencia de 

hepcidina en ratones knockout para RTf2. Se cree que la interacción de RTf2 y HFE podría ser 

necesaria para que el complejo HJV-BMP2-RBMP tipo II sea endocitado eficientemente 

proporcionando un vínculo entre la transferrina diférrica y la vía de señalización BMP-SMAD (Latour 

et al. 2015). 



Discusión 
 

231 
 

1.2.7 Transportadores del grupo hemo 

Varios autores han sugerido que la dishomeostasis del grupo hemo podría asociarse con la 

acumulación de hierro neuronal en enfermedades neurodegenerativas (Li et al. 2017). Es por eso 

que evaluamos la expresión de dos transportadores clave del hierro hemo en nuestro Modelo 

Celular y demostramos el rol de HCP1 y FLVCR en el transporte del hierro hemo en neuronas en 

condiciones basales. Además, concluimos que estos transportadores no serían regulados por hierro 

FAC ni por EPO en nuestro Modelo Celular.  

1.3 PRETRATAMIENTOS CELULARES 

La utilización del antioxidante NAC como pretratamiento nos permitió demostrar que los 

niveles de ROS fueron reducidos por NAC y las proteínas del ciclo de hierro no se modifican. 

Sugerimos que los cambios en la expresión de las proteínas del hierro inducidos por FAC tendrían 

una asociación regulatoria con las especies reactivas del oxígeno.  

Por otro lado, reportamos que el mecanismo neuroprotector de EPO no sería mediado por las 

proteínas del ciclo del hierro estudiadas. En este contexto proponemos que EPO protege a las 

células neuronales de la muerte celular inducida por hierro a través de un mecanismo 

independiente de las proteínas del ciclo del hierro. Se ha demostrado que el efecto neuroprotector 

de EPO es mediado vía PI3K/Akt y JAK/STAT que promueve la expresión de proteínas 

antiapoptóticas (Pregi et al. 2006, Wenker et al. 2013). 

1.4. CONCLUSIONES 

Nuestros descubrimientos constituyen una nueva contribución al conocimiento del ciclo del 

hierro neuronal. Mediante este trabajo demostramos que el hierro induce muerte neuronal en 

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y de manera dosis y tiempo dependiente. La disminución 

de la viabilidad celular sería mediada por la producción de especies reactivas de oxígeno. Por otro 

lado, reportamos que la EPO tiene un efecto neuroprotector por un mecanismo que no involucra a 

las proteínas clave del ciclo del hierro. El presente estudio se focaliza en el rol de ZIP14, RTf1 y DMT1 

en la captación neuronal de hierro y su acumulación como L y H ferritina. Concluimos que la captación 

de hierro neuronal sería mediada por los importadores de hierro ZIP14 y RTf1 con un rol prevalente 

sobre DMT1 quien presentaría un rol protector celular para disminuir la captación de hierro celular.  

Por otro lado, el aumento de la síntesis de hepcidina en respuesta al exceso de hierro nos condujo a 

investigar la vía de señalización involucrada, demostrando la participación de RTf2 y HFE clarificando 

el mecanismo involucrado (Esquema 1).  
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Finalmente, la aumentada expresión de hepcidina sugeriría una disminución de la expresión 

del exportador ferroportina contribuyendo a la sobrecarga de hierro celular y la posterior muerte 

neuronal. 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Proteínas del ciclo del hierro en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en exceso de 
hierro. Esquema realizado utilizando BioRender.com 

La célula ilustra la respuesta de las células de neuroblastoma humano frente al exceso de hierro. La expresión de DMT1 

disminuye respecto al Control.  La expresión citoplasmática de RTf1 y el aumento de la expresión de ZIP14 respecto al 

Grupo Control indican su rol predominante en la captación de hierro celular que se acumula como H y L ferritina. La 

aumentada expresión de hepcidina en el citoplasma celular de las células incubadas con FAC podría ser mediado por la 

vía RTf2-HFE-BMP y mediante la internalización y degradación proteosomal de Ferroportina, el único exportador de 

hierro conocido, contribuye al aumento de hierro intracelular. El exceso de hierro conduce a estrés oxidativo y muerte 

celular. 

 

 

r. 
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2.MODELO ANIMAL 

2.1 CONTENIDO DE HIERRO CEREBRAL 

El hierro es esencial para muchas funciones cerebrales como la mielinización neuronal, 

neurotransmisión y síntesis de ADN (Beard et al. 1993). Sin embargo, la acumulación de hierro 

neuronal durante el envejecimiento y el estrés oxidativo generado se han asociado a varias 

enfermedades neurodegenerativas. En estas enfermedades se observa frecuentemente exceso de 

hierro en áreas específicas del cerebro y se asocia a la perdida de funciones celulares y muerte 

neuronal (Altamura y Muckenthaler 2009; Zecca et al. 2001).  

Luego de observar que el hierro induce muerte neuronal in vitro estudiamos el efecto del hierro 

en cerebro en el Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro dado que muchas enfermedades 

neurodegenerativas poseen patología celular y regional de manera similar en el humano y en el 

roedor. En este sentido, Strand et al. (2007) demostraron la conservación de genes entre el cerebro 

humano y de ratón al estudiar regiones como corteza cerebral, estriado y cerebelo en concordancia 

con la comparación neuroanatómica en donde se demuestra la conservación de la estructura y tipo 

celular en regiones comparables.  

En los últimos años el ratón se ha convertido en el modelo animal de elección para el estudio de 

enfermedades neurodegenerativas y desórdenes neurológicos a pesar de las diferencias anatómicas 

que posee respecto al cerebro humano y de que los cerebros de humano y ratón son claramente 

diferentes en cuanto a tamaño, complejidad y habilidades cognitivas (Strand et al. 2007). 

En el siguiente esquema (Esquema 2) se pueden comparar los cerebros de humano y ratón y 

se observa como el cerebro humano es alrededor de 2700 veces mayor en tamaño respecto al del 

roedor (Cryan y Holmes 2005). Además, el cuerpo calloso y la corteza cerebral del roedor son más 

pequeños que en el humano. 

Sin embargo, la presencia de ancestros comunes durante la evolución implica que más allá de 

las diferencias de tamaño existen muchas similitudes desde el punto de vista anatómico y 

funcional. 
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Con este modelo Modelo Animal de Sobrecarga de Hierro demostramos la acumulación de hierro 

en áreas específicas del SNC, como estriado y cerebelo al igual que lo hacen otros tejidos suceptibles 

como el hígado páncreas y pulmón (D´Anna y Roque 2013; Giorgi y Roque, 2015; Giorgi, D´Anna y 

Roque 2016). La acumulación de hierro en estructuras encefálicas se asocia con diversas 

enfermedades neurológicas. Se ha observado un exceso de ferritina en sustancia negra y en estriado 

que lleva a la pérdida celular (Earle, 1968; Dexter et al. 1989; Dexter et al. 1991; Sofic et al. 1988). 

Por otro lado, también se observó que el hierro se acumula en los ganglios basales causando síntomas 

clínicos en enfermedades neurodegenerativas sugiriendo que la acumulación de hierro es parte del 

desorden y no una consecuencia de la pérdida celular (Bartzokis et al. 1999). 

Además, demostramos la disminución en los niveles de hierro en presencia de EPO en las 

regiones estudiadas lo que podría sugerir una disminución de la muerte neuronal ocasionada por 

ROS en concordancia con lo reportado en el modelo celular, en este sentido Kumral et al. (2005) 

observaron que EPO reduce la apoptosis inducida por etanol en cerebelo, corteza prefrontal e 

hipocampo. 

Esquema 2. Comparación anatómica del cerebro humano y murino. Adaptado de 

Cryan y Holmes Rev Nature (2005). 
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2.2 PROTEÍNAS DEL CICLO DEL HIERRO 

Si bien el exceso de hierro se relaciona con numerosas patologías, también se conoce que este 

biometal es esencial para diversos procesos neuronales (Zechel et al. 2006). Por ello, es importante 

que el hierro se encuentre en equilibrio a través de un estricto control de las proteínas que participan 

en su movilización, almacenamiento y regulación. 

Respecto de la expresión de RTf1 se ha observado que la deficiencia del biometal estimula su 

expresión en neuronas y células endoteliales (Anderson GJ et al. 2009).  

Por otro lado, se ha reportado la presencia de ferritina en axones que transportan hierro en la 

sinapsis, además de la presencia de ferroportina en vesículas sinápticas para descargar hierro en la 

sinapsis (Anderson GJ et al. 2009).  

Burdo et al. (2001) identificaron a FPN en neuronas de cerebro de rata en condiciones basales. Sin 

embargo, poco se conoce sobre la expresión de los transportadores del ciclo del hierro DMT1 y ZIP14 

en cerebro de ratones en estados de sobrecarga de hierro. 

2.2.1 Importadores de hierro DMT1 y ZIP14  

Al igual que lo observado en células de neuroblastoma humano demostramos que el exceso de 

hierro en sistema nervioso no sería mediado por el importador DMT1. Este transportador tendría un 

rol menos relevante que el importador ZIP14 en la captación de hierro en exceso. Postulamos a la 

disminución de la expresión de DMT1 como un mecanismo neuroprotector específico de ciertas 

regiones frente al exceso de hierro y la muerte neuronal. Esta hipótesis es soportada por estudios en 

células de neuroblastoma humano por Aguirre et al. (2005) que observaron que la disminución de 

DMT1 bloquea la acumulación de hierro en neuronas que sobreviven al exceso de hierro. Por el 

contrario, el importador ZIP14 podría ser el transportador responsable de la instauración de la 

sobrecarga de hierro cerebral. 

Heidari et al. (2016) demostraron en un modelo animal de hemocromatosis utilizando ratones 

knockout para HFE y RTf2 la sobrecarga de hierro cerebral en estructuras mielinizadas, 

oligodendrocitos, astrocitos y regiones asociadas. Zechel et al. (2006) demostraron la presencia de 

prohepcidina en ratones C57BL6 en condiciones basales en bulbo olfatorio, cerebelo, corteza, médula 

espinal, hipocampo, tálamo e hipotálamo. 

Sin embargo, más estudios sobre las proteínas clave del ciclo del hierro deberán realizarse para 

clarificar los mecanismos regulatorios del metabolismo del hierro en sistema nervioso en estados de 
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exceso de hierro. Comprender la regulación de las proteínas clave del ciclo del hierro podrá contribuir 

a dilucidar el proceso de neurodegeneración inducido por hierro. De esta forma se podrá enfatizar la 

prevención y el tratamiento de los desórdenes neurodegenerativos.  

2.3 CONCLUSIONES 

Mediante este modelo mostramos que el tejido nervioso es sensible al exceso de hierro y es 

capaz de acumularlo en forma de hemosiderina en áreas específicas como cerebelo, medula espinal, 

estriado e hipocampo. 

Demostramos que la captación de hierro sería mediada principalmente por el importador ZIP14. 

Por otro lado, el importador DMT1 tendría un rol menos relevante en la captación del biometal y 

sería parte de un mecanismo protector celular. Futuros estudios revelaran el rol de otros 

transportadores de hierro como así también el de proteínas regulatorias del ciclo del hierro en 

estados de sobrecarga. 

 



 

 

 

Conclusiones 

finales 

 

 
 



Conclusiones finales 

 

238 
 

1- El equilibrio en la homeostasis del hierro es mantenido mediante la regulación coordinada de 

su absorción, depósitos y reabsorción. En estados de sobrecarga de hierro disminuir su 

biodisponibilidad plasmática evitaría la toxicidad celular al elevar los depósitos de hierro en 

forma de L-ferritina en hígado, riñón, páncreas y pulmón vía el importador ZIP14. El regulador 

hepcidina también contribuiría a la acumulación de hierro intracelular al disminuir su 

liberación a la circulación a través del eje hepcidina-ferroportina. Por el contrario, en corazón, 

ZIP14 no tendría un rol destacado en la sobrecarga de hierro debido a que no detectamos 

cambios en su expresión.  

 

2- A diferencia de ZIP14 el importador DMT1 formaría parte de un mecanismo que intentaría 

proteger a las células del duodeno, hígado, riñón, páncreas, pulmón, corazón y sistema 

nervioso controlando la acumulación celular de hierro al limitar el ingreso del biometal a 

través de la disminución de la expresión de dicho importador. 

 

3- En el sistema nervioso el exceso de hierro se deposita en áreas específicas como cerebelo, 

médula espinal, estriado e hipocampo. En las células neuronales el ingreso de hierro se 

debería al aumento de su captación mediada por ZIP14 y RTf1 y a la disminución de su 

exportación celular mediada por el eje hepcidina-ferroportina. La vía de señalización 

involucrada en la síntesis de hepcidina en respuesta al exceso de hierro sería mediada por 

RTf2 y HFE de manera similar a lo que ocurre en hepatocitos induciendo una cascada de 

señalización celular en donde aumenta la síntesis de BMP-6 y se activa la vía de SMADs.  

El aumento del nivel celular de hierro genera una mayor producción de especies reactivas de 

oxígeno induciendo estrés oxidativo y desencadenando la muerte neuronal que es tanto 

tiempo como dosis dependiente. 

 

 

4- Frente al exceso de hierro la eritropoyetina presenta un rol protector en bazo, riñón, pulmón 

e hígado dado que indujo la reducción de los depósitos de hierro mediante la disminución de 

ZIP14 y prohepcidina que conducirían a una menor captación y mayor liberación de hierro a 

circulación para ser utilizado en la eritropoyesis. Por el contrario, en duodeno la localización 

apical de DMT1 en los enterocitos reflejaría una mayor captación de hierro necesario para la 
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eritropoyesis activa. En corazón el importador ZIP14 no resultó ser regulado por EPO como 

tampoco este órgano sería regulado por los niveles de hepcidina sistémica.  

 

5- El rol neuroprotector de la eritropoyetina que limita los depósitos de hierro en situaciones de 

exceso sería mediado por un mecanismo que no involucra la regulación de la expresión de las 

proteínas clave del ciclo del hierro evaluadas.  

 

6- El estudio integrador de los órganos murinos en estados de sobrecarga de hierro y 

eritropoyesis inducida nos permitió concluir que cuando la sobrecarga de hierro y la 

eritropoyesis coexisten, la señal regulatoria preponderante en cada tejido resulta ser órgano 

especifica.  

 

 

7- Este trabajo abre nuevos horizontes para utilizar a la eritropoyetina recombinante humana 

como un posible tratamiento en trastornos de sobrecarga de hierro para evitar su 

acumulación y disminuir su toxicidad. 
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