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RESUMEN

El hierro es un elemento vital para todos los organismos vivos debido a su rol
esencial en el centro catalitico de diversas reacciones biol6gicas. Sin embargo, en
exceso, este metal es altamente téxico debido a su capacidad de generar radicales
libres que favorecen los procesos de peroxidacion lipidica, dafio proteico y modificacién
del DNA, resultando en un deterioro sistémico masivo.

En organismos superiores, el hierro ingresa desde el lumen intestinal al
enterocito absortivo a través del transportador de metales divalentes DMT-1, presente
en la membrana apical de estas células, y luego pasa al torrente sanguineo a través
del transportador basolateral ferroportina. Uno de los puntos de control mas
importantes en la homeostasis del hierro se produce en estas células intestinales, ya
que ellas son capaces de responder a la concentracion interna de hierro regulando la
tasa de absorcién del metal a través de la activacion del sistema IRP/IRE {sefial local).
Por otro lado, se ha demostrado que e! higado también cumple un pape! fundamental
en el control de la absorcion de hierro dietario mediante la secrecién del péptido
hepcidina, cuya expresion se correlaciona de forma inversa con la incorporacion
intestinal del metal (sefial sistémica). La falla de alguno de estos mecanismos de
control conduce a frecuentes patologfas que se caracterizan por una alteracion en la
homeostasis del metal. Entre ellas se encuentra la hemocromatosis hereditaria, la
enfermedad hereditaria mas prevalente en la poblacion de raza caucésica (con una
frecuencia de 1:200). Esta patologia se caracteriza por una alteracion en el balance del
hierro provocado por la excesiva absorcién intestinal del metal, en relacion al estado

corporal del mismo. El exceso de hierro absorbido se deposita progresivamente en las

XI




células parenquimales de varios tejidos, desencadenando patologias como cirrosis,
carcinoma hepatocelular, pancreatitis y fallas cardiacas.

La mayoria de los pacientes que padecen de hemocromatosis hereditaria
poseen una mutacién inactivanie en el gen que codifica para HFE, una proteina que
normalmente actia come inhibidor de la absorcion intestinal de hierro, y cuya ausencia
se correlaciona con un aumentio en la expresion tanto del transportador apical de hierro
DMT-1 como del transportador basolateral ferroportina.

El presente trabajo de tesis se divide en dos partes; en la primera parie se

estudiaron los mecanismos de regulacion de la incorporacion intestinal de hierro
mediado por hierro en células intestinales y se plantearon dos posibles alternativas
terapéuticas para el tratamiento de la hemocromatosis hereditaria, mientras que en la
segunda parte se disefid y evaludé un nuevo sistema de modificacion génica capaz de
corregir 0 introducir muiaciones puntuales, con elevada eficiencia, en células de
mamiferos. '
Primera parte: Se estudio la regulacion de la absorcion de hierro mediada por hierro
utilizando, como modelo de célula intestinal polarizada, a la linea celular Caco-2
cultivada tanto en insertos bicamerales como en placas de poliestireno. Sélo en células
Caco-2 cultivadas en inserios bicamerales se observd una reduccion en la
incorporacién apical de hierro al ser incubadas con altas concentraciones del metal, la
que se correlaciond, a mas largo plazo, con una reduccién en los niveles de mRNA de
los transportadores de hierro DMT-1 y ferroportina.

Se probaron dos alternativas terapéuticas basadas en la reduccién de la
expresion de los transportadores de hierro DMT-1 o ferroportina (ambos
sobreexpresados en pacientes con hemocromatosis) como posible tratamiento de la

hemocromatosis hereditaria. Para ello se utilizaron vectores virales adenoasociados
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(AAV) portadores de genes antisentido dirigido contra el mRNA de estos
transportadores, lograndose una inhibicién en la incorporacidn apical de hierro del 55%
y una inhibicion en la transferencia basolateral del metal del 35% respectivamente. En
ambos casos también se estudid el mecanismo de accidn del gen antisentido
generado, el efecto de la inhibicién de estos transportadores en la expresién de otros
genes relacionados con el metabolismo celular del hierro y el posible efecto toxico
asociado a la expresion de los genes antisentidos. Nuestros resultados sugieren que la
inhibicion de la expresion de DMT-1 sdlo o en combinacién con una inhibicioén de la
expresion de ferroportina, mediante el uso de vectores virales portadores de genes
antisentido, seria de gran valor en el futuro desarrollo de la primera terapia génica para
el tratamiento de la hemocromatosis hereditaria.

Segunda parte: La correccién de mutaciones que generan enfermedades es uno de
los maximos objetivos de la terapia génica. Los primeros estudios en este campo
utilizaron moléculas quiméricas de RNA/DNA para corregir mutaciones puntuales; y si
bien los resultados obtenidos fueron muy promisorios, estos no han podido ser
reproducidos, llevando a la basqueda de sistemas de correccidn alternativos como es
el uso de oligonucledtidos de cadena simple como molécula correctora. Estas
moléculas son capaces de corregir mutaciones puntuales en células no seleccionadas
con una eficiencia de 0,001 a 0,1 %. En este trabajo desarrollamos un nuevo sistema
de correccidn génica en el que moléculas de DNA de cadena simple, flanqueadas por
repeticiones terminales invertidas del AAV son generadas a partir de un plasmidio en el
interior de la célula que necesita ser corregida. La produccion de las moléculas
correctoras de cadena simple fue potenciada en presencia del gen rep del AAV y de los
genes ayudantes del adenovirus. La frecuencia de correccién obtenida en células no
seleccionadas fue al menos un orden de magnitud mayor a la que se logra con el uso

-
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de oligonucledtidos sintéticos protegidos en los extremos con grupos fosforotioatos
cuando el gen blanco (eGFP) se encuentra en forma episomal o integrado
establemente en el genoma celular. En este trabajo se obtuvieron frecuencias de
correccion que van de 1,1 a 4 % con solo un fratamiento dependiendo de la fase del
ciclo celular; y se demostré que la correccidén génica ocurre por reparacion del par
anémalo y no por mecanismos de recombinacién homdloga. Este nuevo sistema de
correccidn genica es facil de realizar a través de técnicas de biologia molecular
esténdares y tiene gran potericialidad tanto en la generacién de modelos celulares de
enfermedades genéticas como el de hemocromatosis hereditaria, como en el
tratamiento de algunas enfermedades en la que una recuperacion de sélo una pequefia

parte del producto génico ya es suficiente para revertir el fenotipo de la enfermedad.
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SUMMARY

Iron is a vital element for all organisms. The elecironic structure of its two
oxidation states (Fe* and Fe*®) renders it tl*;e most versatile cofactor in biological redox
reactions. However, in excess, unbound iron is highly toxic, due to its participation in
the generation of free radical and reactive oxygen species. These molecules induce
peroxidation of membrane lipids, protein damage and DNA modification leading to a
massive systemic failure.

In mammals, iron is incorporated from the intestinal lumen into the duodenai
enterocyte by the divalent metal transporter DMT-1 present on the apical membrane of
these cells. Iron is further extruded into the blood by the basolateral transporter
ferroportin. One of the most important checkpoint on iron homeostasis occurs in
duodenal enterocytes, which respond to the internal iron concentration regulating the
intestinal absorption rates by the action of the IRE/IRP system (local signal).
Nevertheless, the liver can also play an important roll in the control of the intestinal iron
absorption by the secretion of hepcidin, a peptide whose expression is inversely
correlates with the intestinal iron absorption rates.

Alterations in iron homeostasis lead to frequent pathological disorders in
humans. One of this is hereditary hemochromatosis (HH), the most prevalent inborn
genetic disease (1:200 in Caucasians). The disease is characterized by over-absorption
of dietary iron and an accelerated recycling of this metal by macrophages despite
adequate iron stores. Iron accumulates mainly in the liver, pancreas and heart
promating cirrhosis, hepatocellular cancer, diabetes and cardiomyopathy.

Most HH patients are homozygous for an inactivating point mutation in the gene

that codes for HFE, a protein that normally acts inhibiting the intestinal iron absorption
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and whose absence is correlated with an increase in the expression of DMT-1 and
ferroportin iron transporters.

This work is divided in two paris; in ihe first one we studied the mechanisms

involved in the regulation of iron absorption in intestinal cells and we raised two gene
therapeutic approaches in the treatment of hereditary hemochromatosis. In the second
part we designed a new system of gene modification that is able to correct or introduce,
with high efficiency, a point mutation in mammalian cells.
First part: We studied the regulation of iron absorption mediated by iron using Caco-2
cells as a model of polarized intestinal epithelial cell. These cells were cultured in
bicameral inserts and in standard plastic plates. We observed a mark decrease in the
apical iron absorption in cells pre-incubated with high iron concentration only when the
cells were cultured in bicameral inserts. This inhibition correlated with a reduction in the
DMT-1 and ferroportin mRNA levels at latter times.

We evaluated two gene therapy approaches in the treaiment of hereditary
hemochromatosis based in the reduction of the DMT-1 or ferroportin iron transporters
{both over-expre;sed in HH patients) by the use of adenocasociated viral vectors (AAV)
carrying an antisense gene against the mRBNA of these transporters. With the use of
this viral vector we achieved a 55 % inhibition in apical iron uptake and a 35 %
reduction in basolateral iron efflux respectively. In both cases we also studied (i) the
mechanisms of the antisense gene, (ii) the effect of the inhibition of these transporiers
in the expression of other genes related to the cellular metabolism of iron and (jii) the
possible toxic effects associated to the antisense genes expression.

Studies presented herein indicate that enterocyte targeting with an AAV carrying

a short antisense gene against DMT-1 alone or in combination with an AAV carrying an
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antisense gene against ferroporiin could have therapeutic potential in the treatment of
hereditary hemochromatosis.

Second part: The efficient correction of deleterious mutations in cells and live animals
is a highly sought goal in gene therapy. Promising initial studies in which an internally
clamped chimeric DNA/RNA oligonucleotide guided the correction of single nuclectide
mutations have been difficult io reproduce, leading to the use of synthetic
single-stranded oligodeoxynucleotides which mediates the correction in unselected
cells with an efficiency of 0.001 to 0.1 %. We present a novel approach in which
single-stranded DNA molecules clamped by the inverted terminal repeats of the AAV
virus are generated from a plasmid in the same cell in which the mutation needs to be
corrected. The generation of single-stranded DNA is aided by the rep gene of AAV and
the helper genes of adenovirus. Correction frequencies obtained for unselected cells
were at least one order of magnitude higher than those achieved with phosphorothioate
protected group when the target gene (eGFP) was either in episomal form or integrated
in the genome. Corrections of 1.1 {0 4.0 % were achieved depending on the stage of
the cell cycle. We demonstrated that the correction occurs by repair of the anomalous
base pair rather than via homologous recombination. The approach described here to
correct single nucleotide mutations can be achieved by standard molecular bioclogy
techniques and could be of value in the generation of cell models of genetic diseases
like hereditary hemochromatosis and may provide the means 1o restore gene funciion in

some genetic disorders
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El hierro es un elemento vital para todos los organismos vivos. En mamiferos
su funcidn principal consiste en proveer un sitio de unién para el oxigeno en el grupo
hemo de la hemoglobina (Ryter y Tyrrell 2000) perc ademas, puede unirse a proteinas
en forma no hémica, principalmente en la forma de grupos de Fe-S, en
metaloproteinas con importantes roles en los procesos de transferencia de electrones,
regulacién transcripcional, estabilizacion estructural y catalisis (Beinert y col. 1997).

Las funciones biolégicas del hierro estan basadas en sus propiedades quimicas
como la capacidad de formar distintos tipos de complejos de coordinacion con ligandos
organicos y su favorable potencial de oxido-reduccion, que le permite actuar en
reacciones biolégicas como un cofactor muy versatil alternando, a pH neutro, entre la
forma de Fe*? (ferroso) y Fe* (férrico). Sin embargo, esta elevada reactividad, puede
producir importantes dafios a los sistemas biolégicos. Cuando la capacidad de unién
de hierro de las proteinas se satura, el exceso de hierro libre (no unido a proteina)
puede promover la formacion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno
segln las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss.

Figura 1.1: Generacion de radicales libres catalizada por hierro

Fe'?+H,0, —3 Fe¢**+OH + OH" (Reaccién de Fenton)
Fe” + 0, 4__’ Fe’+0," (Reaccion de Haber-Weiss)

Fe*3 es reducido a Fe™ por los reductores celulares:
Ascorbato: Fe™® + AA —p Fe'?+DHA

Glutation: Fe® + GSH —» Fe'? + G-S-S-G




Generacién de especies reaclivas del oxigeno cafalizadas por hierro (reaccion de
Fenton y reaccion de Haber-Weiss). El Fe* generado en el interior celular es
rapidamente reducido a Fe*? por los reductores celulares ascorbato y glutation.

Los radicales libres son especies altamente reactivas capaces de promover la
oxidacién de proteinas, peroxidacion de lipidos de membrana y modificacion de acidos
nucleicos, provocando una degradacion tisular acelerada (Andrews y Levy 1998). Por
este motivo el contenido corporal de hierro debe ser mantenido entre limites muy
esirechos, proporcionando la cantidad de hierro suficiente para la sintesis de las
metaloproteinas esenciales, pero evitando los posibles efectos toxicos de la

sobrecarga del metal.

1.1 Homeostasis corporal del hierro

El cuerpo humano adulto contiene de 3 a 5 g de hierro (45-55 mg/kg). El
60-70 % de este metal se presenta unido a la hemoglobina en los glébulos rojos
circulantes, mientras que el resto se encuentra en el higado, almacenado en
hepatocitos y macréfagos y en el mosculo, formando parte de la proteina
almacenadora de oxigeno mioglobina (Andrews 1999; Ponka 1997).

No existe ning(n sistema fisiclogico para la eliminacién de este metal una vez
que ha sido absorbido, por lo que en mamiferos, la economia corporal del hierro se
basa en la reutilizacion del mismo. Sélo 1/2000 parte del hierro total (1-2 mg) es
reemplazado diariamente por el hierro absorbido en la dieta, compensando la pérdida
no especifica de hierro por descamacion de las células intestinales y de las células de
la piel, y en menor grado por la eliminacion del metal en la bilis (Conrad y Umbreit

2000). La mayor parte del hierro necesario para el proceso de eritropoiesis (20-25 mg




diarios) provienen de! reciclado del hierro corporal, a través de la accién de un grupo
especializado de macréfagos tisulares encargados de fagocitar enterocitos dafiados o

senescentes y liberar su hierro hacia la circulacion general (Deiss 1983).

Figura 1.2: Distribucién corporal del hierro

Muasculo ~ 1-2 mo/dia Higado

~ 300 my ~ 1000 mg
(ptihclpalimente {princtpalmants
an mioglobina) enferritina)

T

..
e
-u‘_"'-'—“!‘_:;‘@

Médula 6sea
~ 300 mg
{principaimente
an hemodgiobina)

1

Macréfagos
~ 800 my
{raciclada)

Pérdida de células intestinales y de la piel por descamacion

El hombre adulto posee una masa total de hierro de aproximadamente 4 g. La mayor
parte se encuentra unida a la hemoglobina de los eritrocitos (1,8 g), cerca de 1 g se
encuentra como reserva, almacenado en el higado unido principalmente a ferritina y el
resto (0,6 g) se encuentra en musculo, unido a mioglobina y en la médula dsea. Los
macrofagos reciclan continuamente el hierro de enterocitos dafiados o senescentes y
lo devuelven a la circulacion general conformando un mecanismo cerrado en donde la
absorcion dietaria de hierro se contrarresta con la perdida no especifica del metal en
los procesos normales de descamacion celular.




1.2 Absorcion intestinal de hierro

La absorcion intestinal de hierro es un proceso complejo que depende de la
funcion coordinada de proteinas codificadas por un gran nimero de genes. De los
15 mg de hierro idnico y hémico normalmente presentes en la dieta sélo 1 a 2 mg son
absorbidos diariamente. Esta funcién es realizada por los enterocitos absortivos
duodenales, un grupo especifico de células diferenciadas que poseen una membrana
apical (luminal) con gran cantidad de microvellosidades lo que aumenta enormemente
el area de absorcion.

En la dieta, el hierro idnico se encuenira en su forma oxidada. Este compuesto
gs altamente insoluble, por lo gue para ser absorbido por el intestino debe ser
solubilizado y quelado por el pH acidico del estdmago. Previo a su incorporacion por el
enterocito, el Fe*® es reducido a Fe* (forma absorbible) por accion de la reductasa
férrica DcytB presente en la membrana apical de estas células (McKie y col. 2001),
posteriormente el Fe'? ingresa al enterocito por medio del transportador de metales
divalentes DMT-1, una proteina de 561 aminoacidos formada por 12 segmentos
fransmembrana, fuertemente expresada en la membrana apical del enterocito pero
también, aunque en menor nivel, en otros tejidos (Gunshin y col. 1997). El
transportador DMT-1 también ha sido implicado en el transporte de otros cationes
divalentes como cobre, cobalto, manganeso, cadmio y plomo {Fleming y col. 1997;
Gunshin y col. 1997). La importancia de este transportador en la incorporacion de
hierro ha quedado claramente demostrada por estudios en ratones mk™ y ratas
Belgrade b. Ambos modelos experimentales poseen una mutacion puntual en el gen
que codifica para DMT-1, lo que conduce a una inhibicién de la incorporacién intestinal

de hierro y al desarrollo de anemia microcitica (Fleming y col. 1997; Fleming y col.




1998), sugiriendo que este transportador es la principal via de incorporacion de hierro
idnico en las células intestinales.

Una vez incorporado al enteracito el hierro puede seguir dos destinos: (i) ser
almacenado mediante la unién a proteinas como ferritina para su posterior eliminacién
en el proceso normal de descamacion intestinal o (ii) pasar a la circulacion general y
ser distribuido al resto de las células del organismo, mediante un proceso de
exotransporte mediado por el fransportador ferroportina, presente en la membrana
basolateral del enterocito (Donovan y col. 2000), y acoplado a la reoxidacion del Fe™ a
Fe* por accién de la oxidasa de membrana hefestina y por la proteina plasmatica

ceruloplasmina (Vulpe y col. 1999).

Figura 1.3: Modelo propuesto para la absorcidn de hierro idnico por el enterocito
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El Fe* es reducido a Fe*? en el lumen intestinal por Ia accién de la reductasa DeytB y

fransportado a fravés de la membrana apical por el ifransportador de metales
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divalentes DMT-1. En el enterocito el hierro puede ser almacenado por unién a ferritina
0 ser exportado a través de la membrana basolateral por el transportador de hierro
ferroportina. El Fe*? exportado es convertido a Fe*® por la oxidasa de membrana
hefestina y la proteina plasmatica ceruloplasmina y es unido a fransferrina para su
distribucion al resto de los tejidos. El enterocito puede también incorporar hierro idnico
desde el plasma a través del receptor de transferrina I.

Si bien la absorcidon de hierro por accidon de DMT-1 es considerada como la
principal via de entrada de este metal al enterocito absortivo, también se ha implicado
a la via integrina-mobilferrina en la incorporacién de hierro idnico, en la forma de Fe*?,
en células intestinales (Conrad y col. 2000); sin embargo, este sistema de
incorporacion no ha sido completamente caracterizado.

El enterocito absortivo también tiene la capacidad de absorber el hierro hémico
presente en la dieta, el que al ser soluble a pH intestinal (pH 6) presenta una mayor
biodisponibilidad que la forma iénica, siendo absorbido con gran facilidad por las
células intestinales (Carpenter y Mahoney 1992). Recintemente se logro identificar a la
proteina HCP-1 como el principal transportador del hierro hémico en células
intestinales (Shayeghi y col. 2005). Se ha postulado que una vez incorporado al
enterocito el hierro i6nico seria liberado enzimaticamente por una oxigenasa hémica y

luego seguiria el mismo destino del hierro iénico (Follett y col. 2002).

1.3 Transporte plasmatico e incorporacion de hierro a ofros tejidos

Una vez absorbido, el hierro debe ser transportado por el torrente sanguineo
para que junto con el hierro reciclado por los macréfagos sea distribuido al resto de Ias
células del organismo. Este proceso es realizado por la proteina transferrina, una

molécula muy abundante en el plasma, capaz de unir 2 atomos de Fe*?, facilitando su




transporte al mantener al metal en forma soluble a pH neutro y previniendo la toxicidad
inducida por la generacion de radicales libres. El porcentaje normal de saturacion de
transferrina en la sangre es del 30-40 %; sin embargo, cuando la trasnferrina se satura
(episodios de elevada absorcion) el exceso de hierro no unido a la proteina es
rapidamente capturado por los hepatocitos, convirtiendo al higado en el principal
organo de almacenaje de este metal (Andrews y Levy 1998).

En células no enterociticas la incorporacidn del hierro es mediada
principalmente por el receptor de transferrina | {TfRI) mediante un proceso conocido
como “el ciclo de la transferrina”. El receptor de transferrina | esta presente en casi
todas las células de mamiferos y se encuentra socbreexpresado en aquellas células con
alta demanda de hierro como son linfocitos activados y precursores eritroides
(Andrews 2005). El proceso de captacién del hierro plasmatico se inicia cuando el
complejo transferrina-hierro se une, con alta afinidad, a TfRI presente en la superficie
celular (Hentze y col. 2004). Este complejo es posteriormente endocitado por un
mecanismo dependiente de clafrina, formando un endosoma, que al acidificarse,
produce un cambio conformacional en el complejo transferrina-TfR! que lleva a la
liberacion del hierro unido a la transferrina. El hierro liberado es rapidamente reducido
y posteriormente transportado desde el endosoma hacia el citoplasma por accién del
transportador de metales divalentes DMT-1, presente en la membrana endosomal
(Sipe y Murphy 1991; Fleming y col. 1998). Tanto la transferrina vacia como TiRI
vuelven a la superficie celular en donde se disocian a pH neutro y quedan disponibles

para ser reutilizados.




Figura 1.4 Absorcion de hierro mediada por el receptor de transferrina |
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Adaptado de Walker y col Int Rev Cytol 211:241 2001

El Fe* en la circulacion se une rapidamente a la apotransferrina. La transferrina unida
a dos moléculas de hierro (transferrina diférrica) se asocia luego a TfRI en la superficie
celular y el complejo es posteriormente endocitado. Cuando se produce la acidificacion
del endosoma el hierro es liberado del complejo, reducido a Fe* y posteriormente
transporfado hacia el citoplasma a través de DMT-1. TfR1 y apotransferrina son
reciclados hacia la membrana celular en donde la apotransferrina es liberada para su
reutifizacion. Ti-diférrica: transferrina diférrica; TfRI: receptor de transferrina |

Esta es una via de incorporacién de hierro de gran importancia tanto en el
individuo adulto, como en el desarrollo embrionario, ya que se ha observado que
ratones knockout para TfRI mueren en etapas tempranas de la embriogénesis debido
a episodios de anemia severa (Levy y col. 1999a). El exceso de hierro incorporado por
esta via es rapidamente detoxificado por su unién a ferritina, una proteina de
almacenaje constituida por 24 subunidades que se ensamblan formando una cavidad

con capacidad de unién de hasta 4500 moléculas de hierro (Harrison y Arosio 1996).




1.4 Requlacién de la absorcién y metabolismo celular del hierro

Como se menciond anteriormente, los mamiferos no poseen ninguna via
fisiologica destinada a la excrecion de hierro, por lo que los principales mecanismos de
regulacién actian a nivel de la absorcion del hierro, lo que evita una sobrecarga
corporal de] metal.

El control de la absorcion intestinal de hierro esta dado por la accién concertada
de varios mecanismos de regulacidon que responden tanto a sefiales locales,
generadas en las células absortivas, como a sefiales generadas en forma sistémica.
Uno de los mecanismos de regulacién local esta dado por la accidn de las proteinas
respondedoras al hierro IRP-1 e IRP-2 que funcionan como sensores intracelulares del
metal. Estas son proteinas citosolicas que se unen a pequefios dominios estructurales
con forma de tallo de aproximadamente 30 nucleédtidos (elementos respuesta al hierro
[RE), presentes en el mRNA de varias de las proteinas involucradas en la homeostasis
celular del metal (Hentze y col. 2004; Pantopoulos 2004).

En condiciones de carencia celular de hierro el sistema IRP/IRE se activa,
conduciendo a un aumento en la expresion de proteinas que poseen elementos
respuestas IRE en la regién 3' no traducida de sus mRNA (como es el caso de TfRI y
de una de las isoformas del transportador DMT-1), por aumento en la estabilidad de
los mismos. Por el contrario, aquellos mRNA que poseen elementos IRE en sus
regiones 5' no traducidas (como es el caso de la proteina de almacenaje de hieito
ferritina) disminuyen su expresion, ya que en este caso la interaccion IRP/IRE produce
un bloqueo de la unién del ribosoma al mRNA, impidiendo su traduccién (vide infra
para localizacion de IRE en ferroportina). En situaciones de sobrecarga de hierro

citoplasmatico se observa un fenotipo opuesto al antes mencionado, en donde el




sistema IRP/IRE se desactiva provocando una disminucion de la expresién de las
proteinas encargadas de captar hierro (TfRl y DMT-1) y un aumento en la expresion de
proteinas encargadas de su almacenaje y detoxificacion (ferritina), constituyendo un
equilibrio finamente regulado entre las necesidades internas de hierro y la absorcion de

este metal (Eisenstein y Ross 2003).

Figura 1.5: Regulacidon de la absorcion de hierro mediada por el sistema IRE/IRP
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Adaptado de Papanikolaou y col. Toxicol Appl Phammacol 202:198 2005

Una disminucién en la concentracién intracelular de hierro activa la unién de las
proteinas IRP a los elementos IRE. Esta unién resufta en la estabilizacién del mRNA
del receptor de transferrina | (TfRI) y de una de las isoformas del transportador de
metales divalentes DMT-1 (por proteccion de RNasas) y en la inhibicién traduccional
de los mRNA de las cadenas H y L de ferritina (por blogueo de la unién del complejo
de preiniciacion 43 S). Por el contrario, en condiciones de exceso de hierro celular, las
profeinas IRP no se unen a los elementos IRE permitiendo la degradacién de mRNA
de TiRI y DMT-1 y la traduccion de ferritina. IRP: proteina de respuesta al hierro; IRE:

efemento respuesta al hierro.

10




En el enterocito absortivo la fase de captura apical y la fase de transferencia
basolateral de hierro parecen estar reguladas en forma coordinada, ya que tanto la
expresion de DMT-1 como la de ferroportina estan igualmente relacionadas a los
niveles corporales de hierro. Ambas proteinas se encuentran sobreexpresadas en
condiciones de deficiencia corporal de hierro y disminuidas en condiciones de
sobrecarga del metal (Rolfs y col. 2002).

A diferencia del mRNA de DMT-1 el mRNA de ferroportina posee un elemento
IRE en su regién 5’ no traducida, que deberia conferirle una regulacién contraria a la
observada en células intestinales. El hecho de que este elemento IRE se encuentre a
una distancia mayor a la normal con respecto al punto de inicio de la transcripcion
(Eisenstein y Ross 2003), v que la expresion de ferroporiina no sufra claras
modificaciones al aumentar la concentracion de hierro dietario ha llevado a postular
que este elemento IRE en la regidn 5 no traducida de ferroportina no seria un
elemento funcional (Frazer y col. 2003). Sin embargo, la expresién de ferroportina si se
ve reducida por una sobrecarga sistémica de hierro, sugiriendo que este transportador
responde a otros tipos de sefiales regulatorias, distintas a [a generada por la accion del

sistema IRP/IRE en el enterocito absortivo (Gehrke y col. 2003).

1.5 Comunicacién entre los sitios de absorcién v almacenaje de hierro

Se han descrito varios fendmenos capaces de afectar la absorcion de hierro por
del enterocito maduro, entre ellos se ha observado que tanto condiciones de escasez
de hierro como de eritropoiesis acelerada e hipoxia, producen un aumento en la
absorcion intestinal del metal, mientras que situaciones de sobrecarga de hierro e
inflamacion provocan una reduccidn en la absorcién intestinal del metal (Nelson 1999).

Sin embargo, las sefiales sistémicas encargadas de transmitir estos acontecimientos al
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enterocito para que este module su actividad absortiva han permanecido evasivas por
mucho tiempo.

Recientemente se ha sugerido un posible vinculo entre los requerimientos
corparales de hierro y la expresidon de sus transportadores a nivel intestinal (Ganz
2003). Esta conexién se produjo con la identificacion de hepcidina, un péptido con
propiedades antimicrobianas encontrado en sangre y orina (Park y col. 2001; Pigeon y
col. 2001) que se expresa principalmente en el higado en la forma de un pro-péptido
de 84 aminoéacidos y que es luego procesado y secretado a la circulacién sanguinea
como un péptido de 25 aminoacldos rico en puentes disulfuros (Pigeon y col. 2001).

Tanto el aumento del contenido de hierro hepatico (Park y col. 2001; Pigeon y
col. 2001; llyin y col. 2003) como estimulos inflamatorios (Nicolas y col. 2002b; Nemeth
y col. 2004) producen un aumento en los niveles de mRNA de hepcidina en el higado,
mientras que una disminucién del nivel de hierro hepatico o episodios de hipoxia
conducen a una disminucién de igual magnitud en su expresion y niveles (Frazer y col.
2002; Nicolas y col. 2002b). Estos cambios en la expresién de hepcidina se
correlacionan temporalmente y en forma inversa con la expresion génica y niveles de
los transportadores DMT-1 y ferroportina en el enterocito (Frazer y col. 2002). Estas
observaciones han llevado a postular a la hepcidina como el factor humoral que
relaciona el nivel corporal de hierro con el grado de absorcién del metal por el intestino
(Frazer y Anderson 2003). Esta hipotesis ha sido reforzada por experimentos en los
que se generaron ratones knockout para hepcidina, estos animales desarrollaron un
fenotipo de absorcion intestinal de hierro exacerbado acompaiiado de una progresiva
sabrecarga de hierro a nivel hepatico, (Nicolas y col. 2001). Por el contrario, ratones

transgénicos que sobreexpresan hepcidina en el higado, con un promaotor no regulable,
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nacen con deficiencias severas de hierro, sugiriendo que hepcidina ademas de
bloquear el fransporte intestinal del metal, afecta también el transporte de hierro a

través de la placenta (Nicolas y col. 2002a).

Figura 1.6: Modelo propuesto para la accion reguladora de hepcidina
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Adaptado de Papanikolaou y col. Toxicol Appl Pharmacol 202:199 2005

Estimulos como una disminucién en la reserva corporal de hierro, anemia o hipoxia
producen una caida en la secrecién hepética de hepcidina, la que lleva a un aumento
en la absorcién intestinal de hierro y en la liberacion del metal por los macréfagos.
Estimulos como una alta reserva corporal de hierro o procesos de infltamacion
producen un aumenfo de la secrecion hepatica de hepcidina que fleva a una
disminucion de la absorcion intestinal de hierro y a un aumento en la retencion de este

metal por los macrofagos.
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1.5.1 Modelo de accién propuesto para hepcidina

En el modelo actual, los hepatocitos tienen un papel central en la regulacion de
la absorcién de hierro por el intestino, siendo capaces de medir el nivel de saturacion
de la transferrina circulante, presumiblemente a través de la accion de TfRI o TfRII, y
modular de acuerdo a este la expresion de hepcidina (Camaschella y col. 2000; Frazer
y Anderson 2003). Cuando las reservas corporales de hierro estan elevadas el higado
produce y secreta hepcidina, que llega al intestino por el torrente sanguineo; alli
hepcidina interactuaria directamente con el transportador ferroportina induciendo su
internalizacién y degradacion, provocando una reduccion de la salida de hierro desde
el enterocito al plasma (Nemeth y col. 2006). Se ha propuesto que el bloqueo de la
salida de hierro por hepcidina resultaria en un aumento en la concentracion de este
metal en el enterocito, lo que Ilevaria: por accion del sistema IRP/IRE, a una
disminucion de la incorporacién apical de hierro por reduccién de la expresion del
transportador DMT-1 (Frazer y col. 2002; Frazer y col. 2003). Cuando las reservas de
hierro son escasas, la produccién de hepcidina disminuye y el transportador
ferroportina regresa a la membrana basolateral del enterocito para participar en la
salida de hierro hacia el torrente sanguineo. Este mismo fenémeno de regulacion ha
sido propuesto también para la salida del hierro reciclado desde los macréfagos,
sugiriendo que hepcidina actuaria como un regulador negativo de (i) la absorcidn
intestinal de hierro, (if) del transporte de hierro a través de la placenta y (jii) del

reciclaje de hierro por los macréfagos.
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1.6 Hemocromatosis Hereditaria

El desbalance en los procesos de regulacién de la homeostasis corporal del
hierro conduce a frecuentes patologias en humanos (Trinder y col. 2002), entre estas
se encuentra la hemocromatosis hereditaria (HH), la enfermedad autosémica recesiva
méas prevalente en la poblacién de raza caucasica, con una frecuencia estimada de
1:200 (individuos homocigotos) (Edwards y col. 1988). Sélo en Estados Unidos, mas
de un millén de personas estén afectadas por esta enfermedad (Levy y col. 1999b),
excediendo ampliamente [a suma de las prevalencias de enfermedades de alto
impacto como son la fibrosis quistica y la distrofia muscular (Bacon y col. 1999).

Esta enfermedad se caracleriza por un aumento en la absorcion intestinal de
hierro y por un acelerado reciclaje del metal por parte de los macréfagos. El exceso de
hierro circulante se deposita progresivamente en las células parenquimales de
diversos érganos como el higado, corazén y pancreas (Bomford 2002). En promedio
las personas sanas absorben de 1 a 2 mg de hierro por dia mientras que las que
padecen de HH absorben de 8 a 10 mg de hierro diario (Smith y col. 1969).

La enfermedad se caracteriza por presentar inicialmente sintomas no
especificos como fatigas prolongadas, artropatias e hiperpigmentacion de la piel, pero
posteriormente, el exceso de hierro conduce a la falla progresiva de varios érganos,
desencadenando patologias como hipogonadismo, cardiomiopatias, diabetes,
hepatomas, y cirrosis. (Olynyk y col. 1999). Debido a que la sobrecarga de hierro es
acumulativa los efecios severos de la enfermedad aparecen usualmente en la edad
adulta, después de décadas de progresiva sobrecarga del metal.

En el afio 1996 Feder y colaboradores identificaron, por técnicas de

clonamiento posicional, el gen responsable de la enfermedad (Feder y col. 1996). Este
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gen codifica para una proteina transmembrana de 343 residuos, llamada HFE,
perteneciente a la familia de proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase | con capacidad de unién a la proteina p2-microglobulina. En el 85 % de los
pacientes con HH se han identificado dos mutaciones puntuales independientes en el
gen que codifica para HFE (Philpott 2002). La mayoria los individuos que presentan
sintomas clinicos de [a enfermedad son homocigotos para la mutacién Cys282Tyr, que
produce la pérdida de una cisteina involucrada en la formacién de un puente disulfuro
en la proteina, llevando a la pérdida de la capacidad de HFE de asociarse con la
proteina B2-microglobulina (Feder y col. 1996). Esta interaccion es fundamental para el
procesamiento y expresion de HFE en la superficie celular, por lo que la mutacién
Cys282Tyr provoca la retencion de HFE en el reticulo endoplasmico y su rapida
degradacion con la consiguiente reduccién de su abundancia en [a superficie celular
(Waheed y col. 1997). La ofra mutacién en HFE en pacientes con HH involucra el
cambio His63Asp, pero a diferencia de la mutacién anterior, su efecto no ha sido
completamente dilucidado.

No todos los individuos que poseen estas mutaciones desarrollan la
enfermedad, por lo que se ha propuesto una penetrancia incompleta para ellas
(Beutler y col. 2002). Asimismo, también se han identificado individuos que desarrollan
la enfermedad pero no poseen mutaciones en el gen HFE, lo que hace suponer que en
la enfermedad estan implicados otros factores génicos adicionales a las mutaciones

anteriormente descritas (Carella y col. 1997; Olynyk y col. 1999),
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1.6.1 Mecanismos de accién propuestos para HFE

En mamiferos, la proteina HFE presenta bajos niveles de expresién en la
mayoria de los tejidos (Feder y col. 1996); sin embargo, esta tiene una distribucién
especial en el intestino, en donde es altamente expresada por los enterocitos de la
cripta (Waheed y col. 1999). HFE también se expresa fuertemente en el higado,
principalmente en los hepatocitos (Holmstrom y col. 2003; Zhang y col. 2004) y células
de Kuffer (Bastin y col. 1998) y en la placenta {(Parkkila y col. 1997). Aunque hasta el
momento se desconoce la funcién exacta de la proteina HFE, se ha postulado que ella
estaria involucrada en la regulacién del mecanismo sensor del nivel corporal de hierro.
Esta afirmacion se basa en experimentos en los que se generaron ratones knockout
para HFE o en los que se introdujo la mutacion puntual Cys282Tyr responsable de la
enfermedad (Zhou y col. 1998; Bahram y col. 1999). Estos animales desarrollaron un
pronunciado aumento en la tasa de absorcidn intestinal de hierro, un elevado
porcentaje de saturacion de transferrina y un gran nimero de sintomas caracteristicos
de la hemocromatosis hereditaria.

Tanto el transportador apical DMT-1 como el transportador basolateral
ferroportina se encuentran claramente sobreexpresados en los enterocitos de
pacientes que padecen de HH y en los enterocitos de los ratones knockout para HFE,
lo ha llevado a postular que la proteina HFE podria controlar tanto la fase de
incorporacion apical como la fase de transferencia basolateral de hierro (Arredondo y
col. 2001). Nifiez y colaboradores han demostrado que la sobreexpresién de HFE
silvestre en células intestinales Caco-2 provoca una Inhibicidn de la incorporacién
apical de hierro, por lo que HFE actuaria como un regulador negativo de [a actividad de

DMT-1 (Arredondo y col. 2001; Arredondo y col. 2003). De hecho, el mismo grupo
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encontré que la proteina HFE, presente normalmente en la membrana basolateral del
enterocito puede también encontrarse en aposicion a DMT-1 en la membrana apical, lo
que podria interpretarse como una indicacién de un efecto adicional de HFE sobre
DMT-1 que fuera independiente del sistema IRP/IRE. En los pacientes que padecen de
HH, las mutaciones descritas en HFE afectarian este mecanismo inhibitorio. Otros
investigadores han vinculado a HFE con una actividad inhibitoria sobre el transportador
basolateral ferroportina, limitando ast la salida del hierro incorporado por el enterocito
hacia la circulacion sanguinea cuando la concentracién corporal del metal es elevada.
En este caso, las mutaciones en HFE le impediria cumplir esta funcién generando
enterocitos con un transporte fransepitelial de hierro exacerbado (Townsend y
Drakesmith 2002).

Aunque normalmente la expresion de hepcidina es alta durante una
sobrecarga de hierro hepatico, en pacientes con hemocromatosis hereditaria, al igual
que en los ratones knockout para HFE, se detectan niveles inapropiadamente bajos de
esta proteina, lo que sugiere que un HFE normal también es necesario para la
produccién de hepcidina hepatica (Ahmad y col. 2002). Recientemente se demostrdé
que la cruza de ratones knockout para HFE con ratones transgénicos que
sobreexpresan hepcidina bajo el control de un promotor no regulable, genera una
descendencia de animales que no presenta signos de una absorcion exacerbada de
hierro, indicando que hepcidina contrarresta el desarrollo de hemocromatosis
hereditaria causada por mutaciones en HFE (Nicolas y col. 2003). Estos datos, junto al
hecho de que tanto HFE como hepcidina se expresan fuertemente en el higado, y que
la ausencia de cualquiera de ellos genera un fenotipo de hemocromatosis ha llevado a

otros investigadores a postular que el principal sitio de accién de HFE seria a nivel
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hepatico (Frazer y col. 2002; Frazer y Anderson 2003; Nicolas y col. 2003), En este
modelo HFE regularia la expresién de hepcidina en respuesta a cambios en [as
reservas corporales de hierro, probablemente a fravés de una competencia entre HFE
y transferrina diférrica por unién a un sitio com(in en TfRI (Lebron y col. 1999; Salter-
Cid y col. 1999). En pacientes con HH, la pérdida de la funcién de HFE impediria la
induccion de la expresion de hepcidina, sin importar que las reservas corporales de
hierro se encuentren elevadas. Al producirse cantidades reducidas de hepcidina esta
no podria actuar como sefial sistémica para disminuir el nivel de absorcion de hierro
por el enterocito, conduciendo a una progresiva sobrecarga corporal del metal. De esta
forma, la falta de una sefial inhibitoria proveniente del higado contribuiria al aumento

en la absorcién intestinal de hierro observado en la enfermedad.

1.6.2 Hemocromatosis no relacionadas a HFE

El clonamiento del gen HFE abrié el camino para la identificacién de otras
formas de hemocromatosis hereditaria no relacionadas a HFE mediante el
reconocimiento de mutaciones en otros genes implicados en el metabolismo del hierro.
Ejemplos de hemocromatosis no relacionadas a HFE son: (i) hemocromatosis juvenil
(0 hemocromatosis tipo 1}, una enfermedad autosémica recesiva producida por
mutaciones en los genes que codifican para hepcidina o para hemojubelina, una
proteina recientemente identificada e implicada en la misma via de regulacion de hierro
que hepcidina (Roetto y col. 2003; Papanikolaou y col. 2004). Esta es una forma de
hemocromatosis muy severa, caracterizada por una rapida acumulacién del hierro que
conduce a un dafio sistémico masivo, usualmente antes de la tercera década de vida;
(if) hemocromatosis hereditaria tipo Ill, esta es una forma de hemocromatosis muy rara

causada por una mutacion en el gen que codifica para el receptor de transferrina Il
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(Camnaschella y col. 2000), una proteina fuertemente expresada en el higado pero
cuya funcién no es ailn completamente conocida debido a que su expresién no es
regulada por hierro y a que tiene una afinidad por transferrina mucho mas baja que la
del receptor de transferrina | (Kawabata y col. 1999); (iii) hemocromatosis tipo IV, a
diferencia de las anteriores, esta es una forma de sobrecarga de hierro autosémica
dominante y se asocia a mufaciones en el gen que codifica para el fransportador
ferroportina (Montosi y col. 2001; Njajou y col. 2001). Esta variante se caracteriza por
un elevado nivel de ferritina sérica pero el porcentaje de saturacién de transferrina es
normal, con una deposicion principal de hierro en las células de Kuffer y no en
hepatocitos. Sin embargo, las caracteristicas béasicas compartidas por todas estas
formas de sobrecarga de hierro indican que ellas son solo variantes genéticas de un

mismo sindrome.

1.6.3 Diagndstico para la hemocromatosis hereditaria

En la actualidad, debido a la baja penetrancia de la enfermedad, existe una
gran controversia sobre la utilidad de aplicar una bisqueda genética masiva para la
deteccidn de individuos portadores de la mutacion Cys282Tyr en el gen HFE en
poblaciones de alto riesgo.

En general, los estudio séricos son una herramienta muy (til para el diagnostico
en individuos que poseen sintomas no especificos de la enfermedad como debilidad,
fatiga, hiperpigmentacién o impotencia; en estos casos la determinacién del porcentaje
de saturacién de transferrina es considerada como el analisis mas facil y Gtil como una
primera aproximacion al diagnostico de hemocromatosis, en donde un porcentaje de

saturacion de transferrina mayor al 60 % en hombres y mayor al 50 % en mujeres es
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considerado como un marcador de sobrecarga de hierro y es un claro indicador para la

realizacion de un analisis genético.

1.6.4 Tratamiento actual para la hemocromatosis hereditaria

Debido a que la HH es usualmente diagnosticada después de la aparicién de
los signos clinicos de la enfermedad (en la cuarta o quinta década de vida) los
pacientes generalmente presentan una sobrecarga de hierro muy elevada al momento
del diagnéstico.

Hasta el momento, el Gnico tratamiento aceptado para esta enfermedad
consiste en una terapia de sangrados peritdicos (flebotomia) tendiente a depletar las
reservas internas de hierro. En una primera etapa (etapa de deplecién) se extrae, una
vez a la semana, una o dos unidades de sangre (500-1000 ml) conteniendo cada una
200-250 mg de hierro, hasta lograr niveles de ferritina sérica por debajo de 50 ng/mly
niveles de saturacién de transferrina inferiores al 30 %. Esta primera etapa requiere
habitualmente ser mantenida por un periodo de tiempo no inferior a 2 o 3 afios.
Posteriormente, en una segunda etapa (etapa de mantencién) se realiza una
flebotomia menos agresiva, pero de por vida para mantener los niveles de saturacién
de transferrina por debajo del 50 % (Niederau y col. 1985; Wojcik y col. 2002). Sin
embargo, la velocidad de sobrecarga de hierro es altamente variable (Adams y col.
1991) y en muchos casos la saturacion de transferrina permanece elevada y no se
normaliza a menos que el individuo se convierta en deficiente de hierro. Estos
fenémenos, sumados a la neutropenia y a la pérdida de proteinas plasmaticas que
ocurren debido al proceso de extraccion repetida de sangre afectan significativamente

la calidad de vida del paciente (Trinder y col. 2002), lo que hace muy deseable el
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desarrollo de una terapia alternativa mas corta y eficiente para combatir esta

enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares Caco-2 (American Type Culture Culture
Collection HTB-37, Rockville, MD) y HEK-293 (American Type Culture Culture
Collection CRL-1573); las células fueron cultivadas en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (GibcoBRL, Life Technologies, Bethesda, EE.UU.), suplementado
con 1,5 g/L de Na,(CO,), esterilizado mediante filtros de nitrocelulosa de 0,2 pum
(Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, EE.UU.) y complementado con 100 U/mL de
peniciling; 0,1 mg/mL de esfreptomicina {(Gibco, Auckland, NZ) y 10 % de suero fetal
de bovino (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.} en un incubador Napco 6101F-1 (Chicago, IL,
EE.UU.) a 37°C, en una atmdsfera de 5% de CO, (Indura, Santiago, Chile). Las células
HEK-293 fueron cultivadas en placas de poliestireno de 35 mm (Sarstedt, Newton,
NC, EE.UU.) mientras que las células Caco-2 fueron cultivadas en placas de
poliestireno de 35 mm o en insertos bicamerales de 6,5 mm (Corning, NY, EE.UU.)

dependiendo del tipo de experimento realizado.

Construcciones plasmidiales y oligonucledtidos

PAAV-AS1-DMT1: Plasmidio que permite la expresion de un gen antisentido parcial
contra el transportador de hierro DMT-1 humano; para construirlo se digirid el
plasmidio comercial pAAV-MCS (Stratagene, Cedar Creek, TX, EE.UU.} con las
enzimas de restriccion Hinc Il (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y Xba | (Invitrogen,
Bethesda, MD, EE.UU.). Se ligb a este vector un fragmento de 295 pb correspondiente
a la secuencia comprendida entre las posiciones 557 y 853 del cDNA de DMT-1

(GenBank ABO004857) con la enzima T4 DNA ligasa (Promega). El fragmento de
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DMT-1 ligado en pAAV-MCS fue obtenido por digestion del cDNA de DMT-1 con las
enzimas de restriccion Eco RI (Promega) (este extremo se hizo romo por relleno con
fragmento Klenow) y Xba I.

PAAV-AS2-DMT1: Plasmidic que permite la expresion de un gen antisentido completo
contra el transportador de hierro DMT-1 humano. Para construirlo se digirio el
plasmidio comercial pAAV-MCS con las enzimas de restriccion Hind Ill y Sma |
(GibcoBRL, Bethesda, MD, EE.UU.). Se ligd a este vector un fragmento de 1700 pb
correspondiente a la secuencia comprendida entre [as posiciones 1 y 1700 del ¢cDNA
de DMT-1 con la enzima T4 DNA ligasa. El fragmento de DMT-1 ligado en pAAV-MCS
fue obtenido por digestion del cDNA de DMT-1 con las enzimas de restriccion Hind |ll y
Hinc 1. Tanto el gen antisentido parcial como el gen antisentido completo contra
DMT-1 estéan generados con la secuencia codificante del cDNA por lo que estan
dirigidos tanto a la isoforma IRE como a la isoforma no IRE del mRNA de DMT-1.
pAAV-AS1-Ferroportina: Plasmidio que permite la expresion de un gen antisentido
parcial contra el mRNA del transportador de hierro ferroportina humano. Para
construirlo se digiri6 el plasmidio comercial pAAV-MCS con las enzimas de restriccion
EcoR | y Hind llI; se ligd a este vector un fragmento de 249 pb correspondiente a la
secuencia comprendida entre las posiciones 1857 y 2106 del cDNA de ferroportina
(GenBank AF231121) con la enzima T4 DNA ligasa. El fragmento de ferroportina
ligado en pAAV-MCS fue obtenido por digestion del cDNA con las enzimas de
restriccion EcoR | y Hind lll.

pPAAV-AS2-Ferroportina: Plasmidio que permite la expresion de un gen antisentido
completo contra el mRNA del fransportador de hierro ferroportina humano. Para

construirlo se digirid el plasmidio comercial pAAV-MCS con la enzima de restriccion
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EcoR [; se ligd a este vector un fragmento de 1851 pb correspondiente a la secuencia
comprendida entre las posiciones 253 y 2106 del cDNA de ferroportina con la enzima
T4 DNA ligasa. El fragmento de ferroportina ligado en pAAV-MCS ifue obtenido por
digestién del cDNA con la enzima de restriccion EcoR .

peGFP-M: Plasmidio portador del gen de la proteina fluorescente verde mutado
(eGFP-M) (G202C; Arg67Gly). La reversidbn de esta mutacién puntual produce la
completa recuperacion de la fluorescencia de la proteina codificada. La mutacion C202
fue generada por PCR usando como molde un plasmidio derivado del plasmidio
comercial pAAV-MCS, portador de la region codificante de eGFP (730 pb) flanqueada
por los sitios EcoR | y Xba [ obtenida de peGFP-n1 (Clontech; GenBank U55761). Se
realizaron dos reacciones de PCR mutagénicas independientes para amplificar la
mitad 5" y la mitad 3’ del gen eGFP utilizando los siguientes pares de partidores 5’ CAA
CGT GCT GGT CGT TGT GC 3'y 5 CTG CAC GCG GTA GGT CAG G 3’ para la
mitad 5’y 5 CCT GAC CTA CCG CGT GCA G 3'y 5’ CTG GAG TGG CAA CTT CCA
GG 3 para la mitad 3. Posteriormente se combinaron ambos amplicones y se
utilizaron como molde de PCR para generar la secuencia completa del gen eGFP
mutado utilizando s6lo los partidores extemos. El producto obtenido (960 pb) fue
digerido con EcoR | y Xba | y clonado en el plasmidio pCINeo (Stratagene, Cedar
Creek, TX) rio abajo del promotor del CMV.

pCorrector: Plasmidio que media la correccidon génica. Secuencias de 166 pb
{pCorrector166: nucledtidos 120 a 286 de eGFP silvesire), 365 pb (pCorrector365:
nucledtidos 28 a 393 de eGFP silvestre) o 602 pb (pCorrector609: nucledtidos 1 a 608
de eGFP silvestre) fueron amplificadas por PCR y clonadas en un plasmidio al que se

le elimino el promotor y la sefial de poliadenilacion (pAAV-MCS digerido con Not |
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(New England Biolab, Beverly, MA, EE.UU.) y tratado con Klenow). En todos los casos
la secuencia correctora quedé flanqueada por las repeticiones terminales invertidas
(ITRs) del AAV. La identidad de todas las construcciones fue confirmada por
secuenciacion.

PAAV-Rep: Plasmidio que contiene la secuencia minima del gen rep del AAV bajo el
control de su propio promotor. Este plasmidio proviene del plasmidioc comercial
PAAV-RC (Stratagene, Cedar Creek, TX, EE.UU.) en el que el gen que codifica para
las proteinas de la capside fue eliminado por digestion con Pme 1 y EcoN | (New
England Biolab, Beverly, MA, EE.UU.), relleno con Klenow y posterior religacion del
cuerpo del vector.

pPAAV-Helper: Plasmidio que contiene los genes adenovirales (AdV) ayudantes E2A,
E4 y VA (Stratagene, Cedar Creek, TX, EE.UU.) necesarios para el proceso de
replicacién del AAV.

Oligonucledtido corrector sintético: Oligonucledtido de 49 bases (posicion 177 a
226 del gen eGFP) con la base correctora en la posicion central. El oligonucledtido
esta protegido con fres grupos fosforotioatos en cada extremo y esta dirigido hacia la
cadena no codificante del gen. La sintesis y posterior purificacién por HPLC fueron

realizadas por [ntegrated DNA Technologies (Coralville, 1A, EE.UU.).

Lipofeccidn de células Caco-2 con los genes antisentido generados

Se lipofectaron células Caco-2 crecidas en placas de 35 mm al 70 % de
confluencia con 2 nug de los plasmidios portadores de los genes antisentido en DMEM
sin suero y sin antibidtico durante 8 h con el uso de Lipofectamina 2000 (Invitrogen,

Carisbad, CA, EE.UU.). Trascurrido el tiempo de lipofeccién se reemplazo el medio por
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DMEM + 10 % SFB y se continud el cultive por 12 dias antes de realizar las

mediciones de incorporacion de hierro y niveles de RNA antisentido.

Construccion de los vectores virales AAV

Para generar los vectores virales AAV portadores de los genes antisentido
contra DMT-1 y ferroportina se cultivaron células HEK-293 en placas de 10 c¢m hasta
alcanzar 80 % de confluencia. Estas células fueron transfectadas utilizando [a técnica
de fosfato de calcio (Jordan y Wurm 2004) en DMEM sin suero con 10 pg de cada uno
de los siguientes plasmidios: i) pAAV-AS-DMT1 o pAAV-AS-Ferroportina (plasmidios
portadores de los genes antisentido contra DMT-1 o ferroportina respectivamente), ii)
pAAV-RC (plasmidio portador de los genes rep y cap del AAV) y iii) pAAV-Helper
(plasmidio portador de cuatro genes adenovirales necesarios para la replicaciéon del
AAV). Simultaneamente se generd un vector viral AAV portador del gen lacZ (virus
control) por cotransfeccion de celulas HEK-293 con 10 pg de los plasmidios pAAV-
Lacz, pAAV-RC y pAAV-Helper. Se reemplazo el medio de cultivo 24 h después de la
transfeccion y se cosecharon las células tres dias después de la transfeccion. Todos

los plasmidios originales fueron obtenidos de Stratagene (Cedar Creek, TX, EE.UU.).

Purificacion de vectores virales AAV

Los vectores virales AAV fueron purificados por columnas de afinidad siguiendo
el protocolo descrito por Auricchio y col (2001). Para ello se resuspendieron las células
contenidas en una placa de 100 mm en 2,5 ml de DMEM. El lisado celular se obtuvo
mediante dos ciclos de congelamiento y descongelamiento y posteriormente se incubo
con 0,1 mg de DNasa | (Sigma, St. Luis, MO, EE.UU.) y 0,1 mg de RNasa A

(Calbiochem, Darmstadt, Alemania) durante 30 min a 37 °C. Posteriormente las
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muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 3000 x g a 4 °C y se transfirid el
sobrenadante a un nuevo tubo, en donde se lo incubd con una solucién de
desoxicolato de sodio al 0,5 % (concentracién final) por 30 min a 37 °C. La muestira
obtenida fue filtrada secuencialmente a través de filtros con poros de 5 um y 0,8 um
(Millipore, Carrigtwohill, CO, EE.UU.). El lisado crudo obtenido se aplicd a una columna
de afinidad de heparina (Sigma, St. Luis, MO, EE.UU.) previamente equilibrada con 25
ml de tampon fosfato salino (PBS) pH 7,4. Después de que todo el lisado paso a través
de la columna esta fue lavada dos veces con 25 ml de PBS pH 7,4 conteniendo 0,1 M
de NaCl. Se eluyeron los virus de la columna con 15 ml de PBS pH 7,4 conteniendo
0,4 M de NaCl. El eluido fue concentrado a 1 ml por centrifugacién en un filtro Amicon
Ultra 30 K MWCO (Millipore). Se rellend el filtro con 25 ml de PBS y se centrifugo

nuevamente para ajustar la concentracién de NaCl a valores fisiologicos.

Titulacion de vectores virales AAV

Se determind el nimero de genomas virales por PCR semicuantitativa,
comparando la intensidad de los amplicones generados por diferentes diluciones de Ia
alicuota original de AAV con la intensidad de los amplicones obtenidos a partir de
concenfraciones conocidas del plasmidio utilizado para la produccion de los vectores

virales. Se obtuvieron titulos virales del orden de 5 X 10%°a 1 X 10°.

Transduccion de células Caco-2
Se incubaron células Caco-2 sembradas en insertos bicamerales en un estado
de preconfluencia con diferentes concentraciones {(MOls) de los AAV portadores de los

genes antisentido o AAV-Lacz (virus control) en DMEM sin suero durante 8 h.
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Cumplido este periodo se restituyeron los niveles normales de suero y las células se

incubaron durante 12 dias mas para lograr un fenotipo diferenciado.

Preincubacion de las células con hierro

Las células Caco-2 fueron sembradas en placas de 35mm o en insertos
bicamerales de 6,5 mm y cultivadas durante 12 dias postconfluencia para desarrollar
un fenotipo polarizado; posteriormente las células fueron incubadas durante diferentes
periodos de tiempo (24-72 h) con medio de cultivo completo conteniendo 50 pM del
complejo FeCly-nitrilo acetato de sodio no radiactivo (radio molar Fe-NTA 1:2). Se
utilizé el acido nitrilo acético (NTA) como agente complejante del hierro ya que este
aumenta la biodisponibilidad del metal. Este complejo de hierro férrico es reducido a
hierro ferroso por la reductasa luminal DcytB (McKie y col. 2001) y absorbido por las

células en cultivo.

Determinacion de la incorporacion de hierro

Las células diferenciadas y tratadas durante diferentes tiempos con 50 nM de
Fe-NTA o con las distintas dosis de los vectores virales AAV antisentido fueron lavadas
con tampon salino (50 mM HEPES; 94 mM NaCl; 7,4 mM KCI; 0,74 mM MgCl, y 1,5
mM de CaCl,) e incubadas a 37°C por 1 h en tampén salino suplementado con 1 pM
del complejo *FeCl,-NTA (radio molar *Fe-NTA 1:2). La absorcion de hierro fue
detenida lavando las células tres veces con PBS frio suplementado con 1 mM EDTA
para eliminar el *Fe unido extracelularmente. Las células fueron resuspendidas en
tampon de lisis (40 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl y 1 mM EDTA; pH 7,5) y se midi6 la

radioactivadad asociada en un contador de centelleo liquido beta. La incorporacion de
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hierro se expres6 como pmol de hierro por mg de proteina. La concentracion total de

proteina en cada muestra fue determinada por el método de Bradford (Tal y col. 1985),

Determinacion de la transferencia basolateral de hierro

Después de incubar las células control o las tratadas con diferentes dosis del
vector viral AAV-ferroportina antisentido en tampén salino suplementado con 5 pM del
complejo *®FeCl,-NTA (radio molar ®Fe-NTA 1:2) en el compartimiento apical durante
1 h, se recuperd el medio presente en el compartimiento basolateral (400 pl) vy se
determind la concentracidon de *Fe por contador de centelleo liquido beta. La
transferencia basolateral de hierro se expresd como porcentaje relativo de salida con

respecto al hierro incorporado.

Determinacidn de [os niveles de mRNA de los transportadores de hierro

Se extrajo RNA total a partir de las células control y de las células fratadas con
las distintas condiciones experimentales mediante el uso de Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) deacuerdo a las indicaciones del fabricante. El cDNA se obtuvo
por transcripcidn inversa con el uso de la enzima M-MLV (Promega, Madison, WI,
EE.UU.) a partir de 5 png de RNA total usando partidores especificos. Posteriormente
20% de la reaccion de RT fue utilizada en la reaccién de PCR con la enzima Tag
polimerasa (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Se realizaron estudios para demostrar
que los amplicones generados estaban en la regién lineal de la reacciéon de PCR. Las
reacciones de PCR para B-actina, DMT-1, ferroportina, receptor de transferrina 1, 2'-5’
A oligonucledtido sintetasa, IFITM-1 e ISGF3-y fueron realizadas a 94 °C por 30 s, a
60 °C por 60 s y 72 °C por 60 s por 24-30 ciclos. Los productos de PCR fueron corridos

en geles de agarosa al 2 %, teflidos con bromuro de etidio, escaneados y cuantificados

30




mediante el uso del programa SCION Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation, EE.UU.). Los
partidores utilizados en las amplificaciones fueron: &' CTT CTA CAA TGA GCT GCG
TG 3y 5 GAG GAT CTT CAT GAG GTA GTC 3' para B-actina; 5° CTA GTA ACA
GGA TAG CAACAG 3'y 5 TTG GCT TGC TCG TAT TGA TTT 3’ para ferroportina;
5 TGG CTC GGC AAG TAGATG G 3y 5 TCA CTG GAG ACT CGG TTC C 3' para
el receptor de fransferrina |; 5 AGG TGG TAA AGG GTG GCT CC 3’y 5' ACA ACC
AGG TCA GCG TCA GAT 3 para la 2'-5° A oligonucledtido sintetasa; 5° AGC ATC
CGG ACA CCA CAG C 3'y 5 ACG TCG CCA ACC ATC TTC C 3’ para IFITM-1; &
CAG AAC TGC ACA CTC AGT CC 3’y 5" CCT CTC AAG CTG GCT CAG C 3’ para
ISGF3-y; 5 TTG ACT AAG GCA GAA TGC AGG 3'y 5’ CGT TCT CAT CAC CAT TGC
AG 3’ para DMT-1; estos Ultimos partidores amplifican tanto la forma IRE como la

forma no-IRE de DMT-1.

Transfecciones celulares
A) Incorporacién del gen eGFP-M
i) Incorporacion estable (integracion): Se lipofectaron células HEK-293 subconfluentes

cultivadas en placas de 35 mm con 2 pg del plasmidio peGFP-M (portador del gen

eGFP mutado y de un gen de resistencia a neomicina) usando 4 ul de lipofectamina
2000 (Invitrogen, Carlsbab, CA, EE.UU.). Las lipofecciones se realizaron durante 6 h
en DMEM sin suero y en ausencia de antibidticos de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las células transfectadas fueron sometidas a varios ciclos de seleccion con
600 ng/ml de Geneticina (Gibco Life Technologies, Auckland, NZ). Después de 21 dias

de seleccion las células sobrevivientes fueron aisladas clonalmente y amplificadas. En
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estos clones aislados, se analizé la expresion del gen eGFP-M por RT-PCR. Los
clones positivos fueron utilizados en los experimentos subsiguientes.
if) Incorporacion transiente (episomal): Se lipofectaron células HEK-293 o Caco-2 con
el plasmidio reportero peGFP-M como se describié anteriormente (alcanzando una
eficiencia de transfeccion del 60 % y 20 % respectivamente).
B) Cotransfeccion con las moléculas correctoras

Células HEK-293 portadoras del gen eGFP-M en forma episomal o integrado a
su genoma fueron cotransfectadas con fosfato de calcio en DMEM sin suero durante 8
h con 2 ng de (i) plasmidio pCorrector (pCorrector166, pCorrector365 o pCorrector609)
solo o (ii) en combinacidn con 2 pg de pAAV-Rep o pAAV-Helper o (iii) en combinacién
con 2 ug de pAAV-Rep y 2 pg de pAAV-Helper. La eficiencia de transfeccion lograda
fue del 60 % independientemente de si las células fueron coiransfectadas con dos o
tres plasmidios, por lo que el porcentaje de células que incorporan todos los plasmidios
del sistema es aproximadamente 36 % cuando el plasmidio reportero se encuentra en
forma episomal (dos transfecciones secuenciales) o 60 % en celulas que han integrado
el gen reportero eGFP-M en su genoma (una sola transfeccion). El medio de cuiltivo
fue reemplazado a las 8 h postransfeccidn y las células fueron cosechadas 84 h
después (92 h en total). Se considerd el porcentaje de transfeccién para calcular la

eficiencia de correccion total.

Detencion del ciclo celular
Las células transfectadas con el sistema corrector completo fueron detenidas
en diferentes etapas del ciclo celular 24 h después de realizada la transfeccion. Las

células fueron detenidas en (i} la fase G, del ciclo celular por deprivacion del suero
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durante 24 h (incubacién en DMEM més 0,5 % de suero fetal de bovino); (ii) [a fase S
del ciclo celular por 24 h de incubacion con 2 mM de timidina (Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU.) y (iii) la interfase G,/M del ciclo celular por 24 h de incubacién con 0,5 pg/ml
de nocodazol (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.). Después de cada uno de los
tratamientos de detencion se lavaron las células tres veces con PBS y se incubaron
con medio completo por 44 h méas. Cumplido este tiempo se evalud el porcentaje de

correccién génica obtenido.

Determinacion de la eficiencia de correccién

La correccion génica lograda con el uso de los plasmidios correctores o del
oligonucledtido corrector se determindé a las 92 h postransfeccidn tanto contando
células fluorescentes por microscopia, usando un microscopio de fluorescencia
invertido Nikon Eclipse TS-100, como por citometria de flujo usando un citdmetro
FACSort Becton Dickinson (excitacion a 488 nm con un [aser de argén, deteccion de [a
emision a 525 nm). En este dltimo caso los datos obtenidos fueron normalizados

teniendo en cuenta la autofluorescencia normal de las células.

Amplificacién de las moléculas correctoras de cadena simple

Para determinar si la secuencia de eGFP incorporada entre los ITRs virales en
el plasmidio pCorrector609 es amplificada en presencia de los plasmidios pAAV-Rep y
pAAV-Helper, se aisld DNA de las células HEK-293 transfectadas con las diferentes
combinaciones plasmidiales usando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). El DNA
presente en la fase acuosa fue sometido a una amplificacién por PCR usando dos
partidores que amplifican una secuencia de 166 pb presente entre los |TRs virales

(partidores A y B) y dos partidores que amplifican una secuencia de 212 pb [ocalizada
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por fuera de la secuencia flanqueada por los ITRs virales (partidores C y D). Se
realizaron estudios preliminares para demostrar que las bandas generadas y
cuantifiacadas se encontraban en el rango lineal de la relacion producto vs, molde. Las
reacciones de PCR se realizaron por 24 ciclos de amplificacién a 94°C por 30 sec,
60°C por 60 sec y 72°C por 60 sec. Los productos de PCR se corrieron en geles de
agarosa al 2 %, y posteriormente se escanearon y cuantificaron usando el programa
SCION Alpha 4.0.3.2. La formaciéon de DNA de cadena simple se determind por la
relacion entre la intensidad del amplicén obienido con los partidores A y B vy la

intensidad del amplicon obtenido con los partidores Cy D.

Determinacién del mecanismo de correccion génica

Para la determinacién del mecanismo de correccidn génica utilizamos una
mutacion silente (sustitucion de una T por una A) incorporada en el gen eGFP-M y
separada 167 bases rio abajo de la mutacién inactivante. Esta mutacion silente
produce la pérdida de un sitio de reconocimiento (GCATC) para la enzima de
restriccion SfaN |, mientras que la mutacién inactivante crea un sitio de reconocimiento
(CGCG) para la enzima de restriccion BstU |. Se aislé el DNA total de las células
HEK-293 transfectadas con los tres plasmidios del sistema corrector. Se realizd una
reaccion de PCR sobre este DNA para amplificar la secuencia completa del gen
eGFP-M (el amplicén abarca tanto la secuencia de la mutacién inactivante como la de
la mutacién silente) utilizando partidores que se anclan en el cuerpo de! plasmidio
peGFP-M (episomal o integrado}, previniendo asi la amplificacién de la secuencia del
plasmidio pCorrector609 o de cualquier molécula de DNA de cadena simple generada
a partir de el. El amplicon fue sometido a digestion con SfaN | y se purificd y amplificd

sélo las moléculas que fueron cortadas en el sitio de la mutacion silente (moléculas
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corregidas en esta posicién). Posteriormente se determiné si el sitio de reconocimiento
para [a enzima de restriccion BstU [ continuaba presente en el producto amplificado, lo

que indicaria que la mutacion inactivante no fue corregida.

Analisis estadistico

Todas las variables fueron testeadas en duplicados y los experimentos fueron
repetidos al menos fres veces. Se realizo T-test para analizar las diferencias entre las
medias mediante el uso del programa SISA (Binomial.Sisa. htip://home.clara.net/sisa/binomial.him).

Las diferencias fueron consideradas significativas a p < 0,05.
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OBJETIVOS

Comprender cuales son y como operan los mecanismos celulares encargados
de regular la concentracion corporal del hierro es de gran relevancia, tanto para poder
estudiar los procesos de absorcion, transporte y utilizacion de este importante metal
como para poder identificar posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de la
hemocromatosis hereditaria, una enfermedad muy prevalente entre la poblacion
caucasica, en la que la absorcidon intestinal de hierro se encuentra fuertemente

aumentada en relacion a la demanda corporal del mismo.

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivos generales:

A) Estudiar los mecanismos celulares de regulacién del transporte intestinal de
hierro.

B) Probar alternativas de reduccion del fransporte intestinal de hierro como
posibles tratamientos para la hemocromatosis hereditaria.

C) Desarrollar un sistema de modificacién génica capaz de corregir (o introducir)
mutaciones puntuales en células de mamiferos con posible utilidad en el
tratamiento de un gran nimero de enfermedades genéticas entre las que se

encuentra la hemocromatosis hereditaria.

Los objetivos generales propuestos fueron desarrollados en dos paries las
cuales incluyen capitulos que intentan responder a ciertas preguntas que se

detallan a continuacion.
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Primera parte: Regulacion de la absorcién intestinal de hierro y posibles

tratamientos para la hemocromatosis hereditaria.

¢ Como celulas intestinales en cultivo regulan la fasa de absorcion de hierro al ser

incubadas con distintas concentraciones del metal?

El objetivo de este capitulo consistio en estudiar la respuesta de células
intestinales Caco-2 al ser incubadas con altas dosis de hierro durante distintos
periodos de tiempo, diferenciando la respuesta obtenida en células cultivadas en
insertos bicamerales (permiten una adecuada polarizacién celular) de la respuesta
obienida en células cultivadas en placas de poliestireno (se produce una

polarizacion celular deficiente).

SCual es el efecto de la inhibicion de la expresion del transportador de hierro
DMT-1 en la incorporacién apical de este metal y en la expresién de olros genes

relacionados al metabolismo del hierro?

En este capitulo nos propusimos desarrollar vectores virales AAV portadores de
genes antisentido contra el mMRNA del transportador de hierro DMT-1 tendientes a
reducir su expresion en células intestinales Caco-2 y caracterizar el efecto de la
reduccién de la expresion de DMT-1 en la incorporacion apical de hierro asi como
en la expresion de algunos genes implicados en el metabolismo celular de este

metal.
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¢Cual es el efecto de Ia inhibicién de la expresién del transporfador basolateral de

hierro ferroportina en el transporte intestinal del metal?

Este capitulo tuvo como objetivo estudiar el efecto de la inhibicion de la
expresion del transportador basolateral de hierro ferroportina en la incorporacion
apical y en el transporte basolateral del metal, utilizando vectores virales AAV

portadores de genes antisentido contra el mRNA del fransportador.

Segunda parte: Desarrollo de un nuevo sistema de correccién génica con

posible utilidad en el tratamiento de la hemocromatosis hereditaria.

¢Es posible generar un sistema de modificacion génica capaz de corregir (o

introducir) una mutacion puntual con elevada eficiencia en células de mamiferos?

En este capitulo nos propusimos desarrollar un sistema de correccion génica
mas eficiente y facil de utilizar que los mecanismos de correccion actuales,
evaluando su capacidad de correccidn tanto para genes que se encuenfran en
forma episomal como para genes integrados de forma estable en el genoma

celular.
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PRIMERA PARTE

Mecanismos de regulacién de [a absorcién intestinal de
hierro y posibles tratamientos para la

hemocromatosis hereditaria
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CAPITULO II

MECANISMOS DE REGULACION DE LA ABSORCION DE HIERRO EN
CELULAS INTESTINALES

INTRODUCCION

Ademas de ser controlada por sefiales humorales como hepcidina, la absorcion
intestinal de hierro también es controlada por factores dietarios, incluyendo el propio
hierro; asi, la administracion oral de elevadas dosis de hierro reduce fuertemente la
posterior absorcién del metal, a través de un fendmeno conocido como “bloqueo
mucosal” (Oates y col. 2000; Yeh y col. 2000). Este es un proceso rapido (6 h post
administracion del hierro) caracterizado, en una primera etapa, por una redistribucion
del ftransportador DMT-1 desde [a membrana apical del enterocito hacia
compartimentos internos (Sharp y col. 2002) y posteriormente por una disminucién de
los niveles de mRNA de este transportador y de la reductasa férrica DcyiB en los
enterocitos absortivos (Frazer y col. 2003). Estas modificaciones también se observan
al alimentar ratas durante varios dias con una dieta rica en hierro; mientras que el paso
de estos animales a una dieta deficiente de hierro produce una fuerte induccion en los
niveles de mRNA y proteina de los transpartadores DMT-1 y ferroportina (Gunshin y
col. 1997; Canonne-Hergaux y col. 1999; Fleming y col. 1999), sugiriendo que los
animales responden a distintas concentraciones de hierro regulando, en forma
coordinada, el nivel de expresidn de ambos transportadores en el intestino.

La linea celular humana Caco-2 ha sido muy utilizada como modelo para el
estudio de los procesos de absorcion y transporte de hierro; esta linea esta compuesta

por células de adenocarcinoma de colon humano, que en cultivo se diferencian
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espontaneamente desarrollando un fenotipico caracteristico de intestino delgado (Fogh
y col. 1977; Hidalgo y col. 1989). Las células Caco-2 son células polarizadas que
expresan elevados niveles del iransportador de glucosa Glut5, una proteina presente
en la membrana apical del intestino delgado fetal y adulto, pero ausente en células de
colon (Nunez y col. 1994). Estudios anteriores, en los que se utilizaron células Caco-2
como modelo de absorcién intestinal, han demostrado una reduccion cercana al 50 %
en los niveles de mRNA del fransportador DMT-1, cuando estas células son incubadas
con altas concentraciones de hierro (20-100 uM). En general estas modificaciones
ocurren 48 a 72 h después de haberse expuesto al estimulo de hierro, sin observarse
cambios significativos en los niveles de mRNA de DMT-1 a las 24 h de incubacién con
el metal (Tallkvist y col. 2000; Martini y col. 2002; Zoller y col. 2002; Johnson y col.
2005).

Al analizar los niveles proteicos del transportador DMT-1 se observo que las
células tratadas con elevadas concentraciones de hierro producen una rapida
disminucion (6 h) de los niveles de este transportador en la membrana celular; sin
embargo, la masa total de transportador se mantiene inalterada, indicande que se esta
produciendo una redistribucién del transportador DMT-1 desde la membrana celular
hacia compartimentos citoplasmaticos internos (Sharp y col. 2002; Johnson y col.
2005), efectos similares a los observados en el “bloqueo mucosal”.

En el caso del fransportador ferroporiina los resultados han sido mas
contradictorios; mientras que algunos investigadores han reportado una reduccién de
hasta un 50 % en el nivel de mRNA de ferroportina al incubar células Caco-2 durante
48-72 h con concentraciones elevadas de hierro (Martini y col. 2002; Zoller y col. 2002)

otros investigadores no han encontrado variaciones en el nivel de mRNA de este
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transportador (Sharp y col. 2002; Johnson y col. 2005), indicando que posibles
diferencias en las condiciones experimentales utilizadas como son el tiempo de
incubacidon con hierro, las concentracicnes de hierro utilizadas o el grado de
diferenciacién celular alcanzado pueden afectar los niveles de expresion de
ferroportina de diferente manera.

Los objetivos del presente capitulo son i) caracterizar la respuesta de células
Caco-2 al ser fratadas con distintas concentraciones de hierro, por diferentes periodos
de tiempo; ii} diferenciar la respuesta obtenida en cultivos de células crecidas en
insertos bicamerales, en donde se logra una correcta diferenciacién celular, de la
respuesta observada en células cultivadas en placas, en donde se generan epitelios
irregulares con una pobre diferenciacién celular; poniendo a prueba la siguiente
hip6tesis de trabajo:

La expresion y niveles del transportador apical DMT-1 y la actividad del
transportador basolateral ferroportina son alterados en forma inversa a los niveles de

hierro presentes en el enterocito.
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RESULTADOS

2.A) Curva de incorporacion de hierro por células Caco-2

Para caracterizar la curva normal de incorporacidn de hierro por células
intestinales Caco-2 se incubaron duranie 1 h células cultivadas en placas de
poliestireno 10 dias posiconfluencia en tampén salino suplementado con distintas
concentraciones de **Fe-NTA. Las células fueron posteriormente lavadas en forma
exhaustiva para eliminar el exceso de *Fe asociado a las estructuras exiracelulares y
se cuantifico el hierro absorbido por contador de centelleo beta. Figura 2.1 {(pagina
48). En estos experimentos, utilizando concentraciones de ®Fe-NTA en el rango de 0,2
a 20 uM no se detecté una saturabilidad de los sistemas de incorporacion de hierro,
observando una relacion directa entre el hierro adicionado al medio de cuitivo y la

cantidad de metal absorvido por las células,

2.B) Regulacion de la incorporacién de hierro mediada por hierro en células
cultivadas en placas o en insertos bicamerales.

Se ha reportado que las células intestinales Caco-2 son capaces de sensar su
concentracion interna de hierro y regular la absorcién en relacion a las necesidades
internas del metal, por lo que al ser incubadas con elevadas concentraciones de hierro
deberia observarse una disminuciéon en la incorporacion apical del metal y en los
niveles de mRNA de los transportadores de hierro DMT-1 y ferroportina.

En estos experimentos evaluamos si células Caco-2 cultivadas en placas
{polarizacion celular deficiente) poseen la misma capacidad de regulacién de la
absorcién de hierro que células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales (permiten

un acceso diferencial al compartimiento apical y basolateral logrando una polarizacién
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celular eficiente, mas parecida a un epitelio intestinal reat). Para ello se cultivaron
células Caco-2 en placas o en insertos bicamerales durante 15 dias (12 dias
postconfluencia); posteriormente las células fueron precargadas, durante diferentes
tiempos (24-72 h) con 50 pM de Fe-NTA (a las células cultivadas en inserios
bicamerales se les agregd el hierro sélo en el compartimiento apical). Cumplido el
tiempo de precarga se agregd 1 uM de ®Fe-NTA a las células cultivadas en placas y
5 uM de *Fe-NTA a las células cultivadas en insertos bicamerales. Se mantuvo el
hierro en el cultivo durante 1 h y se midio la incorporacién de hierro en un contador de
centelleo beta; Figura 2.2 (pagina 47).

Se observd que las células Caco-2 responden diferencialmente al hierro
presente en el medio, dependiendo de las condiciones de cultivo. Solo se logrd una
reduccion significativa en la incorporacion apical de hierro en células cultivadas en

insertos bicamerales, no observandose este fendmeno en células cultivadas en placas.

2_C) Expresion de los transportadores de hierro en células Caco-2 preincubadas
con hierro por diferentes tiempos.

Para evaluar la expresion de los transportadores de hierro se extrajo RNA fotal
de células Caco-2 cultivadas en placas o en insertos bicamerales y preincubadas
durante diferentes tiempos con 50 pM de Fe-NTA. Se analizé el nivel de expresion de
los genes DMT-1y ferroportina por RT-PCR semicuantitativa; Figura 2.3 (pagina 48).

En células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales se observd una reduccion
de los niveles de mRNA tanto del transportador DMT-1 como del transportador
ferroportina cuando estas fueron preincubadas durante 72 h con hierro, sin

encontrarse diferencias significativas en los niveles de mRNA de ambos
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transportadores con tiempos de precarga mas cortos. Para el caso de las células
cultivadas en placas, contrariamente a lo esperado, no se observaron variaciones

significativas en los niveles mRNA de ambos transportadores.
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FIGURAS

Incorporacion de *Fe
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Figura 2.1 Curva de incorporacién de hierro por células Caco-2 en cultivo:
Células Caco-2 crecidas en placas durante 10 dias posiconfluencia fueron incubadas
durante 1 h con diferentes concentraciones de *Fe-NTA. Se determiné la
incorporacién de hierro por las células utilizando un contador de centelleo beta. n = 3.
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Figura 2.2 Incorporaciéon de **Fe en células Caco-2 preincubadas con altas
concentraciones de hierro: Células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales (figura
A) 0 en placas de poliestireno (figura B) fueron precargadas por diferentes tiempos con
50 uM de Fe-NTA. Posteriormente se agregé 5 uM de *Fe-NTA a las células
cultivadas en insertos bicamerales y 1 uM de ®Fe-NTA a las células cultivadas en
placas de poliestireno y se midié incorporacion de hierro con contador de centelleo

beta; n=6; p<0,05t-testvs. conirol O h.
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Figura 2.3 Niveles de mRNA de los transportadores de hierro DMT-1 y
ferroportina en células Caco-2 preincubadas con altas concentraciones de
hierro: Reacciones de RT-PCR para los transportadores de hierro DMT-1 y
ferroportina a partir de RNA extraldo de células cultivadas durante 12 dias
postconfluencia en insertos bicamerales (panel izquierdo) o en placas de poliestireno
(panel derecho) precargadas durante diferentes tiempos con 50 M de Fe-NTA; n=3;
p < 0,05 t-test vs. control O h.
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DISCUSION

La linea celular Caco-2 ha sido ampliamente utilizada como modelo intestinal
para el estudio de la absorcién y transporte de metales. En el presente trabajo se
observé un incremento en la absorcion de hierro a medida que se aumenta la
concentracion del metal en el medio de cultivo, para todo el rango de concentraciones
analizadas. Este hallazgo indica que el sistema no es saturable por concentraciones de
hierro cercanas a las normalmente presentes en el lumen intestinal. Debido a que las
células presentaron una absorcién del metal lo suficientemente alta como para ser
detectada en un contador de centelleo beta, en los experimentos subsiguientes, se
decidié trabajar con bajas concentraciones de *Fe-NTA (1-5 pM), para asi evitar o al
menos reducir la absorcién inespecifica de ®Fe mediada por algin otro mecanismo
distinto a DMT-1 que actle con menor afinidad por el metal.

En la literatura se han reportado resultados contradictorios sobre las
modificaciones que sufren los niveles de expresion de los transportadores de hierro
DMT-1 vy ferroportina al incubar células intestinales Caco-2 con distintas
concentraciones de hierro, sugiriendo que la absorcién del metal en estas células,
ademas de estar regulada por accion del sistema IRP/IRE también depende de otros
factores como el grado de diferenciacion celular alcanzado o la presencia de algin otro
tipo de sefial celular como es la activacion de IRP1 por estrés oxidativo mediado por
hierro (Nufiez y col. 2003).

En los experimentos presentados en este capitulo se evaluaron las
modificaciones en la incorporacion de hierro por parte de células preincubadas durante

distintos tiempos con altas conceniraciones del metal, pero diferenciando el efecto
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obtenido en células cultivadas en insertos bicamerales (permiten una completa
polarizacion celular, generando un modelo parecido al epitelio intestinal) del efecto
obtenido en células cultivadas en placas (se produce una polarizacidn celular
ineficiente). En células cultivadas en insertos bicamerales se observd una importante
reduccion en la incorporacién de hierro después de 24 h de precarga con el metal,
alcanzando una reduccién maxima cercana al 50 % después de 72 h de precarga.
Estos resultados indican que las células Caco-2 responden rapidamente al hierro
presente en el medio de cultivo evitando una sobrecarga toxica del metal. Por el
contrario, las células cultivadas en placas mostraron un pequefioc aumento en [a
incorporacién de hierro en lugar de la reduccién esperada, lo que sugiere que el grado
de diferenciacion alcanzado por las células cultivadas en placas no es suficiente para
lograr un sistema de regulacién de la absorcién de hierro completamente funcional. Sin
embargo, una posibilidad alternativa es que la disposicion de las células en la placa
genere un espacio muy limitado para la salida del hierro, llevando a una reduccion en
la salida basolateral del metal con la consiguiente acumulacién del mismo en el interior
celular. Se ha reportado, en diferentes tipos celulares, que la presencia de altas
concentraciones de hierro en el interior celular es capaz de generar un estrés oxidativo
que activa a la proteina reguladora de hierro IRP1 generando un mecanismo de
retroalimentacién positiva que lleva a un aumento en la absorcién de hierro y a la
muerte de la célula por apoptosis (Nufiez y col. 2003). Este mecanismo de
retroalimentacion positiva podria explicar el aumento en la incorporacion apical de
hierro observado en células Caco-2 cultivadas en placas de poliestireno.

Esta es la primera vez que se reporta una respuesta diferencial de las células

Caco-2 al hierro dependiendo de si estas son cultivadas en placas o en insertos
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bicamerales y creemos que es de gran importancia debido a que en la literatura
generalmente se utiliza el modelo de célula crecida en placa o en insertos bicamerales
como si fueran modelos equivalentes (Tallkvist y col. 2000; Tallkvist y col. 2003).

Al analizar los niveles de mRNA de los fransportadores de hierro en células
cultivadas en insertos bicamerales se observd una reduccion significativa tanto en el
mRNA de DMT-1 como en el mRNA de ferroportina, pero s6lo después de 72 h de
precarga con altas concentraciones de hierro; fendmeno consistente con la respuesta
observada tanto en ratas como en tejidos duodenales humanos (Gunshin y col. 1997,
Zoller y col. 1999). Estos datos indican que, en células Caco-2, los niveles de mRNA
de DMT-1 y ferroportina serian regulados de forma coordinada dependiendo de la
concentracion intracelular de hierro; sin embargo, el tiempo de la respuesta observada
para los mRNA (72 h) esta claramente desfasado con respecto a la reduccién de la
incorporacion de hierro observada a las 24 h de precarga con el metal. Estos datos
sugieren que en las células Caco-2 también ocurre el fendmeno del “bloqueo mucosal®
(Oates y col. 2000; Yeh y col. 2000) en donde la primera respuesta (antes de las 24 h)
consiste en una internalizacién del transportador DMT-1 desde la membrana
plasmatica a compartimentos citoplasmaticos internos, generando una rapida
reduccién de la incorporacion apical de hierro y posteriormente, en una segunda etapa,
las células regularian el nivel de expresion de los transportadores de hierro DMT-1 y
ferroportina.

Las células cultivadas en placa no redujeron los niveles de mRNA de ninguno
de los transportadores de hierro analizados.

La reduccién de los niveles de mRNA de DMT-1 aqui observada es coincidente

con el mecanismo de accién propuesto para el sistema IRP/IRE, en donde la
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estabilidad del mRNA seria afectada por la disociacion dependiente de hierro de las
proteinas IRP del elemento IRE presente en el extremo 3’ no traducido de la isoforma
de DMT-1 méas abundante tanto en el epitelio intestinal como en células Caco-2 (Lee y
col. 1998; Tandy y col. 2000; Hubert y Hentze 2002). Es posible que el retardode 72 h
aqui observado se deba a que a diferencia del mRNA del receptor de transferrina |,
que posee cinco elementos IRE en su extremo 3’ no traducido y que es capaz de
responder rapidamente a las variaciones intracelulares de hierro, el mRNA de DMT-1
s6lo posee un elemento IRE regulando su estabilidad, convirtiéndolo en un mRNA
menos sensible a los cambios en las concentraciones intracelulares de hierro (Casey y
col. 1989).

A diferencia del mRNA de DMT-1, el mRNA de ferroportina posee un elemento
respuesta IRE en su extremo 5° no traducido (McKie y col. 2000) que deberia conferirle
una regulacion contraria a la aqui observada. Algunos frabajos han postulado que
debido a la distancia inadecuada que separa a este elemento regulatorio IRE del sitio
de inicio de la trascripcion, este no seria funcional (Eisenstein y Ross 2003).
Experimentos de Run-on, donde se evalué tanto la expresién del gen ferroportina
como la del gen DMT-1 han demostrado una reduccién en sus niveles de transcripcién
al incubar células intestinales con altas concentraciones de hierro (Zoller y col. 2002)
sugiriendo un mecanismo de regulacion transcripcional distinto del sistema IRP/IRE
(regulacién postranscripcional). Nosotros creemos que este tipo de regulacién podria
explicar las variaciones en los niveles de mRNA de ferroportina observadas en estos
experimentos, sin embargo la naturaleza de las sefiales que desencadenaria esta

regulacién es alin desconocida.
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Al interpretar estos datos es necesario tener presente que las células Caco-2
derivan de un adenocarcinoma y por lo tanto no son idénticas a los enterocitos
duodenales normales, por lo que no es posible realizar una extrapolacién directa de los

resultados aqui obtenidos al intestino humano.
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CAPITULO llI

INHIBICION DE LA EXPRESION DE DMT-1 POR AAV ANTISENTIDO

INTRODUCCION

Las alteraciones en la homeostasis corporal del hierro conducen a frecuentes
patologias enire las que se encuentra la hemocromatosis hereditaria (HH), una
enfermedad de alta prevalencia en caucasicos caracterizada por un aumento en la
absorcion intestinal de hierro a pesar de que las reservas corporales del metal se
encuentran elevadas (Brittenham y col. 2000). Estudios han demostrado que tanto
pacientes que padecen de HH como ratones knockout para HFE (modelo animal de la
enfermedad) expresan niveles anormalmente elevados del fransportador apical de
hierro DMT-1 en el epitelio intestinal (Fleming y col. 1999; Levy y col. 2000; Stuart y
col. 2003). Esta es una proteina fransmembrana fuertemente expresada en Ia
membrana apical del enterocito absortivo, en donde participa en la incorporaciéon del
hierro ibnico presente en la dieta (Canonne-Hergaux y col. 1999), pero también se
encuentra en las membranas endosomales de todas las células del organismo (en
especial en células precursoras hematopoiéticas) en donde se encarga de la
transferencia desde el endosoma al citoplasma del hierro incorporado a través del ciclo
Tf-TfR | (Garrick y col. 1993; Fleming y col. 1998; Gruenheid y col. 1999).

Aproximadamente el 80 % de los pacientes con sintomas clinicos de HH son
homocigotos para una mutacién puntual en el gen que codifica la proteina HFE
{Beutler y col. 1996; Bomford 2002). Si bien afin se desconoce la funcién exacta de
esta proteina en el epitelio intestinal, se ha postulado que ella actda como un inhibidor

de la incorporacién de hierro por el enterocito (Fleming y col. 1999; Levy y col. 2000;
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Zoller y col. 2001). Trabajos recientes han demostrado que la sobreexpresion de Ia
proteina HFE en células intestinales Caco-2 produce una marcada reduccién en la
incorporacion apical de hierro (Arredondo y col. 2001). Sin embargo, esta reduccién no
serfa consecuencia de una disminucion en los niveles del transportador DMT-1
presente en la membrana apical (de hecho los niveles de DMT-1 en las células que
sobreexpresan HFE son mayores que en las células normales) sino a una inhibicién de
la actividad de este transportador, mediada en forma directa o indirecta por accidn de
la proteina HFE. Esta regulacién en la absorcion de hierro se perderia en pacientes
con HH ya que las mutaciones en HFE la convierten en una proteina no funcional.

Se han descrito al menos cuatro modelos animales en donde mutaciones en el
gen que codifica para DMT-1 produce una expresion deficiente de este transportador;
de ellos los mas estudiados corresponden a los modelos de ratones microciticos mk y
de ratas Belgrade b (Fleming y col. 1997; Fleming y col. 1998). En ambos casos, los
animales poseen la mutacion Gly185Arg en el fransportador DMT-1, que afecta tanto
el plegamiento como la glicosidacion de la proteina, convirtiéndola en una proteina no
funcional. Estos animales desarrollan una anemia hipocrémica severa con una
marcada disminucién en la sobrevida de los eritrocitos.

En humanos, recientemente se identificd por primera vez una mutacion en el
gen que codifica para DMT-1; esta mutacién involucra la sustitucion Glu399Asp, y de
forma similar a las mutaciones descritas en los modelos animales, los pacientes que
presentan estas mutaciones desarrollan un fenotipo de deficiencia de hierro en las
células eritrociticas, aunque en este caso también se presentan algunos sintomas de
sobrecarga de hierro como es el aumento en la concentracion hepatica del metal

(Priwitzerova y col. 2005).
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La mutacién Glu399Asp en DMT-1 afecta un sitio donor de procesamiento del
mRNA, provocando un aumento en los niveles de una forma no funcional de DMT-1 en
el tejido hematopoiético. Se ha postulado que en esta enfermedad los sistemas de
regulacién de la abscrcion intestinal de hierro detectarian el fenotipo de deficiencia del
metal en el tejido eritroide y aumentarian la expresion intestinal de DMT-1 para cubrir
la deficiencia de hierro observada, llevando a [a aparicidn de algunos signos de
sobrecarga de hierro en otros tefidos.

La marcada deficiencia de hierro observada en los modelos animales que
carecen de DMT-1 sugiere claramente que este es el principal transporfador
involucrado en la absorcién intestinal de hierro; sin embargo, el hecho de que las
mutaciones en DMT-1 no sean letales apoya la idea de la posible participacion de otros
transportadores de hierro que actuen a nivel de la absorcion intestinal del metal,
compensando al menos en parte el defecto observado en estos animales. Varios
tfrabajos han sugerido que mobilferrina, una proteina muy similar a la chaperona
calreticulina participaria en la incorporacion de hierro al enterocito en la forma de Fe*®.
Este sistema ha sido observado tanto en tejido duodenal de rata como en tejido
duodenal humano (Conrad y col. 1992; Conrad y col. 1993; Conrad y Umbreit 1993) vy
se propone que seria parte de una via de enirada de hierro distinta a DMT-1 debido a
que la incubacién de las células con un anticuerpo bloqueante contra DMT-1 reduce la
entrada de Fe* pero no la de Fe*?, mientras que el uso de un anticuerpo bloqueante
contra mobiolferrina reduce la entrada de Fe*® sin alterar la entrada de Fe*? (Conrad y
col. 2000). Sin embargo, la posible contribucidn de esta via a la incorperacion total de

hierro por el enterocito absortivo no ha podido ser dilucidada ya que los animales
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knockout para mobilferrina no son viables, sugiriendo un rol importante de esta
proteina en otras funciones biolégicas (Coppolino y col. 1997; Mesaeli y col. 1999).

El estudio del rol de DMT-1 en el transporte de metales se ha basado
principalmente en experimentos de sobreexpresion del transportador por transfeccion
(Worthington y col. 2000) y en experimentos de control de la expresion de DMT-1 por
hierro (Tandy y col. 2000). Aunque estas aproximaciones son estrategias Utiles, la
sobreexpresion de DMT-1 conduce a la produccién de elevados niveles de la proteina
que podrian no reflejar evenios fisiclogicos. Para evitar este problema en el presente
capitulo estudiamos el rol de DMT-1 en la homeostasis de hiefro a fravés de la
inhibicion de su expresién por técnicas de antisentido.

Una de las formas de inhibir la expresion de un gen por técnicas de antisentido
consiste en la administracidn de oligonucledtidos antisentidos sintetizados
quimicamente. Una vez dentro de las células, estas moléculas son capaces de
reconocer su secuencia blanco y unirse a ella impidiendo su traduccion por bloqueo de
la unién del ribosoma (Bennett 2002; Sazani y col. 2002); sin embargo, estas
pequefias moléculas son rapidamente hidrolizadas por las nucleasas celulares,
reduciendo significativamente el efecto inhibitorio alcanzado. En este trabajo
generamos genes capaces de producir, en grandes cantidades, las moléculas de
antisentido en el interior de la célula blanco reduciendo ast el efecto de degradacion
por nucleasas.

Existen dos sistemas principales para la administracion de genes exbgenos,
como es el gen productor de moléculas de antisentido, a células de mamiferos
basados en el uso de vectores virales o vectores no virales como vehiculo de entrega.

En general, los vectores virales presentan una serie de ventajas sobre los métodos no
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virales debido a la mayor eficiencia de entrega y a la mayor direccionalidad que se le
puede dar al transgén (Anderson 1992). Dentro del grupo de los vectores virales
nosotros elegimos los vectores adenoasociados (AAV) ya que ellos cuentan con las
siguientes ventajas: i) permiten la infeccién a un rango de huésped muy amplio que
incluye células intestinales en cultivo; ii) infectan tanto a células en division como a
células diferenciadas; iii) pueden usarse para establecer una expresidn del transgén a
largo plazo y iv) no se han asociado a ningdn tipo de patologia en humanos (Grimm y
Kleinschmidt 1999; Carter y Samulski 2000; Monahan y Samuiski 2000).

Estudios en los que se generaron ratones doble knockout por cruza de ratones
HFE” {modelo de HH con alta absorcion intestinal de hierro) con ratones microciticos
mk (deficientes en DMT-1) demostraron, que en los animales generados, las
mutaciones en HFE no producen un aumento en la absorcion de hierro (Levy y col.
2000), sugiriendo que la sola reduccién de la expresion del transportador DMT-1 en
pacientes que padecen de HH seria un tratamiento muy efectivo en inhibir [a
exacerbada absorcion del metal caracteristica de la enfermedad.

Los objetivos del presente capitulo son i) desarrollar vectores virales AAV
portadores de genes antisentido confra en mRNA del transportador DMT-1 y ii) evaluar
los efectos de la transduccion de estas consfrucciones en celulas intestinales
epiteliales Caco-2; poniendo a prueba la siguiente hipétesis de trabajo:

La inhibicién especifica de la expresion de DMT-1 en células Caco-2 reduce la entrada
de hierro e inhibe el transporte transepitelial del metal a pesar de la posible induccion

de los niveles de mRNA de ferroportina y del receptor de transferrina |,
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RESULTADOS

3.A} Produccidn de genes antisentido contra el transportador de hierro DMT-1
Con el uso de técnicas de biologia molecular se generaron dos genes
antisentido contra el mRNA del transportador de hierro DMT-1 humano. Uno de los
genes antisentido corresponde a una secuencia parcial interna de 295 pb del cDNA de
DMT-1 (pAAV-AS1-DMT1) mientras que el otro gen antisentido corresponde a la
secuencia completa (1700 pb) del cDNA de DMT-1 (pAAV-AS2-DMT1). Ambas
secuencias se encuentran en orientacién invertida con respecto al promotor del CMV
en el plasmidio pAAV-MCS, que permite la posterior produccion de particulas virales
AAYV. El gen antisentido completo, al presentar una mayor homologia con respecto al
mRNA blanco, deberia ser mas efectivo que el gen antisentido parcial en producir el
bloqueo de la traduccion. Sin embargo, se ha reportado que en algunos tipos celulares
la presencia de RNA de doble cadena mayores a 300 pb es capaz de generar efectos
téxicos (Bridge y col. 2003), por lo que el uso del gen antisentido parcial contra DMT-1

podria resultar menos nocivo que el gen antisentido completo.

3.B) Plasmidios: evaluacion de la funcionalidad de los genes antisentido

Para evaluar la funcionalidad de los genes antisentido producidos, se
lipofectaron células Caco-2 con los plasmidios portadores de las distintas
construcciones antisentido y se midié: i) la expresion de los genes antisentido por RT-
PCR vy i) el posible efecto inhibitorio de la expresion de estos genes en la
incorporacion de hierro; Figura 3.1 (pagina 65). ,

En estos experimentos se observd que las células lipofectadas expresan tanto

el gen antisentido completo como el gen antisentido parcial contra DMT-1. Sin
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embargo, esta expresion solo se correlaciond con una reduccion marginal del 20 % en
la incorporacién de hierro, alcanzandose eficiencias de lipofeccibn maximas cercanas
al 25 %. Las células Caco-2 son células muy dificiles de transfectar por técnicas
convencionales, lo que justifica la produccién de vectores virales AAV ya que estos
permiten [ograr una mejor entrega de los genes antisentido construidos a las células

intestinales.

3.C) Vectores AAV: produccion de vectores virales portadores de genes
antisentido

Para la produccién de vectores virales AAV se cotransfectaron células HEK-293
con los plasmidios pAAV-AS1-DMT1 o pAAV-AS2-DMT1 junto con los plasmidios
pAAV-RC (aporta el gen de la polimerasa viral Rep vy los genes de [a capside del virus
Cap) y pAAV-Helper (aporta genes adenovirales necesarios para el ensamblaje del
AAV). Las células cotransfectadas fueron cultivadas durante 48 h para permitir el
ensamblaje de las particulas virales y posteriormente fueron lisadas para producir la
liberacién de las mismas. Las particulas virales generadas fueron purificadas a través
de una columna de afinidad y cuantificadas mediante reacciones de PCR
semicuantitativas, obteniéndose titulos virales del orden de 1 X 10% Figura 3.2 (pagina
66).

Siguiendo la misma metodologia experimental se construyeron vectores virales

AAV que portan el gen Lacz para ser utilizados como vector control de infeccién viral.
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3.D) Vectores AAV: inhibicion de la incorporacién de hierro mediada por
vectores virales

Para evaluar el posible efecto inhibitorioc de los AAV antisentidos en la
incorporacion apical de hierro, células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales
fueron incubadas durante 8 h con distintas concentraciones (MOls) de particulas
virales AAV conteniendo el gen antisentido contra el mRNA de DMT-1 o con particulas
virales AAV portadores del gen Lacz (virus conirol). Después de la transduccion con
los vectores AAV las células fueron cultivadas por 12 dias mas hasta obtener una
completa diferenciacion celular y se evaludé en ellas la capacidad de incorporacion
apical de *Fe; Figura 3.3 (pagina 67). En estos experimentos se utilizd solamente el
vector viral AAV que porta el gen antisentido parcial contra DMT-1 debido a que en
ensayos preliminares se observd que este vector era mas eficiente en reducir la
incorporacion apical de hierro que el vector que porta el gen antisentido completo
contra el mRNA del transportador.

Las celulas transducidas con distintas concentraciones del vector viral AAV
antisentido mostraron una marcada reduccién (55 %) en la incorporacion apical de
hierro, aln con la dosis viral méas baja utilizada. El aumento de la dosis viral no produjo
una mayor reduccion en la incorporacién apical del metal. En estos experimentos, el
porcentaje de transduccién obtenido con el vector AAV-Lacz (vector control) al utilizar

una dosis viral de 70 MOI fue superior al 50 %.

3.E) Posibles mecanismos de accion de los genes de antisentido generados
Para evaluar el posible mecanismo por el cual los genes de antisentido inhiben

la incorporacién apical de hierro se exirajo RNA total de las células transducidas con el
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vector AAV-DMT1 antisentido o con el vector AAV-Lacz y se determinaron los niveles
de expresion tanto del gen DMT-1 antisentido como del gen DMT-7 enddgeno; Figura
3.4 (pagina 68).

En estos experimentos se observd que el aumento de la dosis viral utilizada en
la transduccién de las células Caco-2 produjo un claro aumento en el nivel de
expresion del gen DMT-1 antisentido. Al utilizar bajos niveles de infeccion (MOl = 5) la
expresion del gen antisentido produjo una marcada reduccion en el nivel de mRNA de
DMT-1 enddgeno, sugiriendo un mecanismo de degradacion del mRNA tipo RNAI. Sin
embargo, al aumentar la dosis viral (MOls 10-70) el nivel de mRNA de DMT-1
endoégeno se mantuvo cercano al nivel hallado en las células control, sugiriendo un
efecto de inhibicién de la expresion de DMT-1 por ocupacion del mRNA blanco y
bloqueo de la traduccion, ya que se observan niveles normales de mRNA de DMT-1

pero la actividad del transportador continda disminuida.

3.F) Expresion de los trasportadores ferroportina y receptor de transferrina | en
células con bajo nivel de incorporacion de hierro

En células intestinales, la expresion del receptor de transferrina | es regulada
por accién del sistema IRP/IRE en forma inversa a la concentracion intracelular de
hierro {Casey y col. 1989); sin embargo, aun no esta claro si el mismo sistema actuia
también regulando la expresidn de ferroportina o si este transportador sélo responde a
seflales provenientes del higado.

En el presente experimento se evalud el nivel de expresion de ambos genes en
células que presentan una reduccién en la incorporacion apical de hierro (por inhibicion

de la expresion de DMT-1). Para ello se exirajo RNA total de células transducidas con
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distintas dosis de AAV-DMT1 antisentido o AAV-Lacz y se realizaron reacciones de
RT-PCR con partidores especificos para ferroportina y para TfR [; Figura 3.5 (pagina
69). Contrariamente a lo esperado, no se enconiraron diferencias significativas entre
los niveles de mRNA de ambos transportadores presentes en células con baja
incorporacion apical de hierro con respecto a los niveles hallados en células control. Es
importante destacar que las muestras fueron analizadas mediante reacciones de
RT-PCR semicuantitativa. Estos datos podrian ser corroborados con el uso de técnicas
més sensibles como es la PCR de tiempo real, para asi poder descartar pequefias
variaciones en los niveles de mRNA que no es posible detectar mediante la técnica de

PCR semicuantitativa empleada en estos experimentos.

3.G) Evaluacién de la posible activacion de mecanismos celulares de respuesta
antiviral.

La presencia de RNA de doble cadena largos (mayores a 300 pb) en el interior
celular (como los formados por el diiplex RNA sentido/RNA antisentido) es capaz de
aclivar mecanismos celulares de defensa antiviral (sistema del interferon) que
conducen a un bloqueo masivo de la sintesis de proteinas y a la degradacion
inespecifica del RNA, fendmenos que pueden llevar a la célula a una muerte por
apoptosis (Bridge y col. 2003; Sledz y col. 2003). En este trabajo determinamos s el
RNA antisentido generado en el interior de las células Caco-2 es capaz de activar
estos mecanismos de defensa antiviral. Para ellos evaluamos por RT-PCR la
expresion de tfres genes que aumentan significativamente su expresién al activarse los
mecanismos de defensa antiviral del interferén. Estos son: i) 2*-5’A oligonucledtido

sintetasa, ii) IFITM-1 e iif) ISGF-3y; Figura 3.6 (pagina 70).
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Las células transducidas con los vectores virales AAV-DMT1 antisentido no
presentaron diferencias significativas en la expresion de los tres genes marcadores de

activacion de la via del interferon analizados con respecto a las células control.
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FIGURAS

1) marcador PM 100 pb

2) RT-PCR antisentido completo muestra A (PCR de 290 pb)
3) RT-PCR antisentido compleio muestra B (PCR de 290 pb)
4) RT-PCR antisentido parcial muestra C (PCR de 290 pb)
5) RT-PCR antisentido parcial estra D (PCR de 290 pb)

6) RT-PCR control células sin lipofectar
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Figura 3.1 Evaluacién de la funcionalidad de los genes de antisentido
(plasmidio): A) RT-PCR a partir de RNA total exiraido de células Caco-2 control (sin
fipofectar) o células Caco-2 lipofectadas con los plasmidios pAAV-AST1-DMT1 (gen
antisentido parcial contra DMT-1) y pAAV-AS2-DMT1 (gen antisentido completo contra
DMT-1). Los partidores utilizados amplifican un fragmento de 290 bases presente tanto
en el antisentido parcial como en el antisentido completo. B) Incorporacion de *Fe por
células Caco-2 control o células Caco-2 lipofectadas con los plasmidios portadores de
los genes antisentido contra DMT-1 medida a los 12 dias postconfluencia; n = 3. Las
diferencias observadas no son significativas, p > 0,05.
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Figura 3.2 Produccién de particulas virales AAV: Pasos seguidos para la
produccion y posterior purificacion de particulas virales AAV conteniendo los genes

antisentido contra DMT-1.

66




Incorporacion apical de *°Fe
{pmol Fe X mg proteina X h'1)

Figura 3.3 Inhibicién de la incorporacion de hierro mediada por AAV antisentido:
Se transdujeron células Caco-2 en cultivo con diferentes dosis (MOIs) del AAV
antisentido parcial contra DMT-1 o del AAV-Lacz. A los 12 dias postransduccién se
evalué la incorporacion apical de *°Fe incubando a las células con 1uM de *Fe-NTA
durante 1h. Los resultados se expresaron como pmoles de hierro incorporado por mg
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de proteina; n = 3; p<0,001 t-test vs. control sin virus.
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Figura 3.4 Mecanismos de accién de los genes antisentido generados:
A) Cuantificacién por RT-PCR del nivel de expresion del gen antisentido parcial contra
DMT-1 en células Caco-2 transducidas con distintas concentraciones (MOIls) del
vector viral AAV-DMT1 antisentido parcial; n = 3; p<0,05 ttest vs. MOl b
B) Cuantificacién por RT-PCR del gen DMT-1 enddégenc en células Caco-2
transducidas con distinfas concentraciones (MOIs) de los vectores virales AAV-DMT1

antisentido parcial 0 AAV-Lacz; n = 3; p< 0,01 t-test vs. control sin virus.
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Figura 3.5 Expresion de los transportadores de hierro en células con baja

incorporacion apical del metal: Cuantificacién por RT-PCR semicuantitativa del nivel

de expresion del gen ferroportina (A) y receptor de transferrina I (B) en células Caco-2
transducidas con diferentes dosis del vector viral AAV-DMT1 antisentido parcial o

AAV-Lacz; n= 3.
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Figura 3.6 Ausencia de activacién de la via del interferén por un gen antisentido
parcial contra DMT-1: Cuantificacién de los niveles de mRNA de A} 2-5" A
ofigonucledtido sintetasa; B) ISGF-3y y C) IFITM-1 determinados por RT-PCR
semicuantitativa a partir de RNA extraido de células Caco-2 ftransducidas con
diferentes dosis de vectores virales AAV-DMT1 antisentido parcial o AAV-Lacz; n = 3.
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DISCUSION

Usualmente la hemocromatosis hereditaria es diagnosticada después de la
aparicion de los sintomas, en la quinta o sexta década de vida, momento en el cual los
pacientes ya presentan una sobrecarga de hierro muy elevada (Brittenham y col.
2000). Hasta el momento, el tnico tratamiento aplicado a pacientes con HH consiste
en la eliminacién de parte del hierro circulante a través de la extraccion de grandes
volimenes de sangre a espacios regulares de tiempo (flebotomia). Si bien, realizado a
tiempo, este es un procedimiento efectivo contra la HH, también genera una
importante reduccién en la calidad de vida del paciente, ya que este debe someterse al
tratamiento de flebotomia de por vida, con el consiguiente riesgo de desarrollar
infecciones recurrentes debido a la reduccion de la neutropenia.

Diversas evidencias experimentales indican que DMT-1 es la principal via de
entrada de hierro en las células intestinales; por ejemplo, tanto los modelos de ratones
microciticos mk como las ratas Belgrade b, que poseen una mutacién inactivante en el
gen que codifica para DMT-1, desarrollan una severa deficiencia corporai de hierro
(Fleming y col. 1997; Fleming y col. 1998). De igual forma, ratones knockout para HFE
desarrollan un fenotipo de marcada sobrecarga de hierro, mientras que ratones doble
knockout HFE*/DMT1" no presentan los sintomas de exceso del metal (Levy y col.
2000). Estos datos experimentales han llevado a postular que el desarrollo de un
farmaco capaz de inhibir selectivamente la accién de DMT-1 en la membrana apical
del enterocito seria de gran utlidad en el tratamiento de cualquier forma de
hemocromatosis hereditaria, independientemente de su etiologia (Levy y col. 2000). En
el presente frabajo desarrollamos vectores virales AAV que portan dos genes

antisentido, de diferente extension, dirigidos contra el mRNA del transportador de
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hierro DMT-1. Se escogi6 especialmente el uso de vectores virales AAV ya que ellos
permiten una entrega eficiente de los genes terapéuticos a las células intestinales pero
principalmente debido a que estos son los (nicos veciores virales capaces de resistir el
pH acidico del estémago, abriendo la posibilidad de administrar los genes antisentido
por via oral, favoreciendo la llegada del transgén al epitelio intestinal.

En un trabajo de gran relevancia During y colaboradores demostraron que la
administracién oral de vectores virales AAV conteniendo el gen de la B-galactosidasa
permitid su expresion en el intestino delgado por periodos superiores a los 6 meses
(During y col. 1998). Debido a la elevada tasa de recambio que sufren las células
intestinales, la prolongada duracién en la expresiébn de este transgén sugiere
claramente que las células progenitoras en las criptas intestinales, normalmente
encargadas de la generacién de nuevos enterocitos absortivos, también fueron
transducidas por la administracion oral del AAV. En ese trabajo también se demosird
que la transduccion viral se limita solo al tejido gastrointestinal, sin observarse
diseminacién del vector viral hacia otros tejidos.

En nuestros experimentos observamos que la transduccion de las células
intestinales Caco-2 con los vectores virales AAV-DMT1 antiseniido predujo una
reduccién del 50-60 % en la incorporacion apical de hierro. Si bien el uso de
concentraciones crecientes de particulas virales produjo un aumento significativo en
los niveles de RNA antisentido no se observaron modificaciones mayores en el nivel de
absorcién del metal, indicando que la maxima inhibicion de la expresién de DMT-1
habia sido alcanzada alin con la dosis viral mas baja utilizada. Probablemente, la
incorporacién residual de hierro observada se deba a la accion de otros mecanismos

de absorcion de hierro independientes de DMT-1 (Conrad y col. 1892; Conrad y col.
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2000) vy por o tanto no susceptible a ser inhibidos por los antisentidos generados. De
esta manera, el nivel real de inhibicién de la incorporacion apical de hierro aqui
reportado podria estar subestimado. Algunos datos que apoyan esta afirmacién
provienen de un trabajo anterior (Bannon y col. 2003) en el que se generaron clones
de células Caco-2 que expresan una ribozima destinada a degradar el mRNA de
DMT-1. En estos experimentos se obtuvo una reduccion en la incorporacion apical de
hierro del 50 % (valor similar al aqui obtenido), a pesar de que se observo una
reduccién casi completa en los niveles de mRNA del transportador, apoyando la idea
de la existencia de ofros transportadores distintos a DMT-1 en las células Caco-2. Sin
embargo, otra posibilidad es que debido a que las células en el cultivo se encuentran
en distintas fases del ciclo celular, alguna sub-poblacion de células podria no ser
susceptible a ser transducida por los vectores virales AAV en los tiempos de infeccion
aqui utilizados (8 h). En este caso, la incorporacion residual de hierro observada se
deberia a la entrada de hierro mediada por DMT-1 en las células no transducidas con
los vectores AAV-DMT1 antisentido.

Inesperadamente, las células transducidas con la dosis viral mas baja de
AAV-DMT1 antisentido (MOl = 5) mostraron una marcada reduccién en el nivel de
mRNA de DMT-1 enddgeno, el que no fue afectado al aumentar la dosis viral utilizada.
Este fenémeno podria deberse a un efecto tipo RNAI, en donde las moléculas hibridas,
formadas por la unién del RNA sentido con el RNA antisentido, serfan procesadas por
la ribonucleasa Dicer (Hannon 2002); sin embargo, otra posibilidad es que el genoma
de cadena simple del AAV este actuando por si mismo como una molécula antisentido
a través de un mecanismo de accidon mediado por la RNasa H, {a que es a capaz de

reconocer y degradar la molécula de RNA del hibrido RNA/DNA (Aboul-Fadl 2005). Por
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el contrario, el efecto obtenido al aumentar el nivel de expresion del gen antisentido
(MOI 10-70) parece ser principalmente de ocupacién (y bloqueo de la traduccién) del
mRNA de DMT-1, ya que se observan niveles normales de mRNA de DMT-1 pero la
incorporacion apical de hierro contintia disminuida.

Las células intestinales son capaces de aumentar, por accién del sistema
IRP/IRE, la traducciéon del mRNA de DMT-1 cuando [a concentracién interna de hierro
es baja (Wojcik vy col. 2002). En el caso de [a transduccion con los vectores AAV
antisentido este mecanismo regulatorio fue claramente anulado, ya sea por la
degradacion del transcrito a bajas dosis virales o por la ocupacién del mismo a dosis
mayores, favoreciendo el posible uso de estos vectores virales en una futura terapia
contra la hemocromatosis hereditaria.

Se ha postulado que ferroportina y el receptor de transferrina | también
responden a cambios en las concentraciones de hierro presentes en el enterocito
(Casey y col. 198%9; McKie y col. 2000); por este motivo analizamos la expresion de
estos genes en células Caco-2 que poseen un nivel de incorporacion apical de hierro
reducido debido al bloqueo de la expresiéon de DMT-1. Contrariamente a lo esperado,
no se observaron variaciones significativas en la expresion de estos genes con
respecto a los niveles hallados en las células control; estos datos sugieren que a pesar
de que DMT-1 se encuentra inhibido, la concentracion intracelular de hierro habria
retornado a valores normales, posiblemente mediante la entrada de hierro unido a
transferrina por la ruta basolateral. Esta observacién podria corroborarse midiendo, en
forma directa, la concentracion de hierro presente en el interior de estas células.

Hay trabajos que indican que en ciertos tipos celulares la presencia de RNA

doble cadena, como los formados por la unién del RNA sentido con el RNA antisentido,
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es capaz de disparar la activacion de un mecanismo de defensa antiviral (sistema del
interferén) que finalmente conduce a la célula a una muerte por apoptosis. En el
presente trabajo se evalud la expresion de tres genes pertenecientes a la via del
interferén y cuya expresion, en ofros estudios en los que se generaron hibridos de
RNA, aumenta de 50 a 500 veces al producirse la activacién de esta via; estos son: i)
la enzima 2'-5’ A oligonucledtido sintetasa, ii) la proteina transmembrana inducible por
interferon IFITM-1 v iii) el factor de transcripcién ISGF-3y. Ninguno de los genes
analizados aumento significativamente su expresion en las células Caco-2
transducidas con los vectores AAV portadores del gen antisentido parcial contra
DMT-1, indicando que los posibles efectos toxicos producidos por la activacion de esta
via no son inducidos por la administracién de un gen antisentido corto contra DMT-1,
favoreciendo el posible uso de estos vectores virales en el desarrollo de una terapia
para el fratamiento de la hemocromatosis hereditaria.

La inhibicién de la expresion de DMT-1 también seria de gran utilidad en el
tratamiento de otras enfermedades, en donde una acumulacién excesiva de hierro
potencia la generacidn de especies reactivas del oxigeno inducidas por ofras
moléculas como es el caso de la cirrosis alcohdlica en humanos (Fietcher y Powell
2003) y de los modelos de dafio hepatico inducido por alcohal en animales (Xiong vy
col. 2003). Recientemente se ha demostrado que DMT-1 también transporta cobre
(Arredondo y col. 2003), por lo que una reduccion en su expresion también seria de
gran utilidad en la disminucion del dafio hepatico producido en la enfermedad de
Wilson, una patologia en la que la homeostasis del cobre se encuentra alterada.

Por otro lado, este modelo de reduccion de la expresion de DMT-1 podria ser

utilizado para identificar cuales son todos los metales transportados, en condiciones
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fisiolégicas, por este transportador convirtiéndose en un buen modelo para el estudio
de la incorporacion tanto de metales esenciales como de metales toxicos en células

intestinales humanas.
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CAPITULO IV

INHIBICION DE LA EXPRESION DE FERROPORTINA POR AAV
ANTISENTIDO

INTRODUCCION

El transporte de hierro desde el enterocito hacia la circulacion sanguinea, por
medio del transportador ferroportina es uno de los puntos de control claves en la
regulacién de la homeostasis corporal del hierro; este transportador es una proteina
transmembrana de 571 aminoacidos fuertemente expresada en la membrana
basolateral de los enterocitos, en la membrana basal de las células de la placenta, en
las células de Kuffer y en los macréfagos residentes del bazo. Alli ferroportina
interviene en el transporte del hierro absorbido por el intestino hacia la sangre, en el
transporte del hierro de la madre al feto y en el reciclaje del hierro captado por los
macrdfagos en el proceso de destruccion de eritrocitos senescentes respectivamente
(Abboud y Haile 2000; Donovan y col. 2000; McKie y col. 2000).

" Diversas evidencias experimentales han postulado a ferroportina como el
principal exotransportador de hierro en eucariontes: por ejemplo, la inactivacion de
ambos alelos de ferroportina tanto en pez cebra (Donovan y col. 2000) como en
ratones (Donovan y col. 2005) produce una letalidad embrionaria temprana debida a [a
inhibicién de la transferencia de hierro materno fetal, mientras que la inactivacion
selectiva de la expresién de este transportador en el epitelio intestinal de ratones
adultos genera animales con una severa deficiencia de hierro acompafada de la
acumulacién del metal en el interior de los enterocitos (Donovan y col. 2005). En otros

experimentos, la inhibicién de la expresidén de ferroportina en macréfagos humanos,
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mediante técnicas de RNAJ, redujo significativamente (65-95 %) la salida del hierro
incorporado por estas células, provocando un importante aumento en la concentracion
intracelular del metal (Galli y col. 2004), mientras que la sobreexpresion de ferroportina
en macréfagos produjo un claro aumento en [a salida de hierro (Knutson y col. 2005).
Estos resultados apoyan la idea de que ferroportina es et principal exotransportador de
hierro tanto en células intestinales como en macrdfagos (Ganz 2005a).

Uno de los descubrimientos mas importantes que ha ayudado a entender los
mecanismos de regulacion de la homeostasis corporal del hierro fue el descubrimiento
de hepcidina, un péptido altamente expresado y secretado por el higado en
condiciones de sobrecarga de hierro e inflamacién y cuya expresion es inhibida en
condiciones de deficiencia de hierro o hipoxia (Nicolas y col. 2002b; Ganz 2003).
Ratones knockout para hepcidina desarrollan sintomas de sobrecarga de hierro
similares a los observados en pacientes con hemocromatosis hereditaria (Nicolas y col.
2001; Nicolas y col. 2002a), mientras que ratones fransgénicos que sobreexpresan
este péptido en el higado presentan una deficiencia severa de hierro (Nicolas y col.
2002a), sugiriendo una regulacion reciproca entre la expresion de hepcidina y la
absorcion del metal.

Recientemente se demostrd, en células de origen renal y macrofagicas, que
hepcidina es capaz de regular la concentracion de ferroportina en [a membrana celular
uniéndose a este transportador e induciendo su internalizacién y posterior degradacién
{Nemeth v col. 2004). Debido a que ferroportina ademas de en el duodeno también se
expresa en macréfagos y en células de la placenta, el aumento de la expresion de
hepcidina vy la consiguiente degradacion de ferroportina en situaciones de sobrecarga

corporal de! metal, ademas de inhibir la liberacién del hierro reciclado por los
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macrofagos y el transporte de este metal a través de la placenta, podria también inhibir
la absorcion intestinal de hierro (Nicolas y col. 2002b; Ganz 2003), generando una
regulacion sistémica de la concentracién plasmatica de hierro en respuesta a las
demandas corporales del metal (Ganz 2005b).

En humanos, al menos 12 mutaciones independientes en el gen que codifica
para ferroportina han sido asociadas a condiciones de sobrecarga de hierro similares a
las descritas en HH (Nelson y Kowdley 2005; Pietrangelo 2005); sin embargo, a
diferencia de los otros tipos de HH, las mutaciones en ferroportina generan una
enfermedad de tipo autosémica dominanie. Los sintomas hallados en pacientes con
mutaciones en ferroportina son bastante heterogéneos, por un lado un grupo de
pacientes se caracteriza por una deposicion de hierro principalmente en macréfagos,
con elevados niveles de ferritina sérica a pesar de tener niveles de saturacion de
transferrina normales (Pietrangelo 2004) mientras que otro grupo presenta sintomas
muy similares a las otras formas de HH, con son un elevado porcentaje de saturacion
de transferrina y la deposicion de hierro principalmente en hepatocitos (Wallace y col.
2004; Sham y col. 2005).

Aln se desconoce la relacion que existe entre las mutaciones en ferroportina y
los sintomas de sobrecarga de hierro; sin embargo, algunos investigadores han
postulado que estas mutaciones producen la pérdida de la funcidén de ferroportina
generando un modelo de haploinsuficicencia, en donde, debido a [a baja dosis del
metal incorporado por los enterocitos (1-2 mg diarios) la presencia de un alelo silvestre
y un alelo mutado seria suficiente para mediar la absorcién de hierro en estas células,
pero no seria suficiente para mediar un eficiente reciclaje del hierro presente en

macréfagos donde la cantidad de hierro fransportado es mucho mayor (30 mg diario),
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quedando el metal atrapado al interior de los macréfagos (Fleming y Sly 2001; Montosi
y col. 2001). En este modelo, la falta de hierro circulante restringiria fuertemente la
eritropoiesis generando sefiales destinadas a aumentar la absorcién intestinal del
metal.

Una posibilidad alternativa es que las mutaciones en ferroportina produzcan un
efecto de tipo dominante negativo, en el que la incorporacién de la proteina mutada a
la membrana plasmatica produzca la pérdida de la funcién de la proteina silvestre;
datos que apoyan este modelo provienen de experimentos en los que se observd que
ferroportina es capaz de actuar como multimero, y que la forma mutada de la proteina
puede multimerizar con la forma normal afectando su funcién (Aguitre y col. 2005; De y
col. 2005). Trabajos recientes en donde se analiz6 el efecto de las mutaciones en
ferroportina descritas en humanos, incorporando a células en cultivo distintas variantes
del gen ferroportina conteniendo las mutaciones antes mencionadas, han permitido
clasificarlas en dos categorias distinguibles por el fenotipo de la enfermedad
producida: i) mutaciones que producen la pérdida de la capacidad del transporte de
hierro; en este caso las mutaciones impiden el correcto plegamiento de la proteina
disminuyendo su abundancia en la membrana, generando un fenotipo de retencién de
hierro por macréfagos y elevados niveles de ferritina sérica y ii) mutaciones que
producen la pérdida de la capacidad de interaccion con hepcidina, en este caso las
mutaciones mantienen la capacidad de la proteina de exportar hierro pero impiden la
interaccion de ferroportina con hepcidina, por lo que no se produce la degradacién de
este fransportador en presencia de altas concentraciones de hierro. A diferencia de las
mutaciones anteriores, en este caso se observan sintomas similares a los descritos

para las otras formas de HH, caracterizados por elevados niveles de absorcion
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intestinal de hierro, altos niveles de saturacion de transferrina y el depésito de hierro

principaimente en hepatocitos (De, ¥ col. 2005; Schimanski y col. 2005).

Inhibicién de la expresion de ferroportina en el intestino

Ferroportina es el principal exotransportador de hierro en células intestinales v,
al igual que DMT-1, su expresion se encuentra significativamente aumentada en los
enterocitos de pacientes con HH, por lo que una terapia tendiente a reducir la
expresion intestinal de este transportador deberia disminuir la transferencia de hierro
desde el enterocito a la sangre. Una terapia de este tipo deberia ser muy eficiente en
el tratamiento de la HH, debido a que la inhibicion de [a expresion de ferroportina
produciria una acumulacién del hierro en el interior del enterocito, el que por accién del
sistema IRP/IRE deberia disminuir la incorporacién apical de hierro por inhibicion de [a
expresion del transportador DMT-1, produciéndose asi un efecto inhibitorio dual muy
potente.

Los objetivos del presente capitulo son i) desarrollar vectores virales AAV
portadores de genes antisentido confra en mRNA del transportador ferroportina; ii)
avaluar los niveles de incorporacién apical y transierencia basolateral de hierro en
células Caco? transducidas con los vectores virales AAV-ferroportina antisentido v iii)
medir los niveles de expresion de ferroportina y DMT-1 en células Caco-2 transducidas
con distintas dosis de los vectores AAV antisentido; poniendo a prueba la siguiente
hipotesis de trabajo:

La inhibicion especifica de la expresion del transportador de hierro ferroportina en

células Caco-2 produce un aumento en la concentracion intracelufar de hierro, lo que
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conduce, mediante accién del sistema IRP/IRE y de HFE a una disminucion en la

expresion y/o actividad del fransportador apical DMT-1.
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RESULTADOS

4.A) Produccién de genes antisentido contra el transportador ferroportina

Con el uso de técnicas de biologia molecular se desarrollaron dos genes
antisentido contra el mRNA del transportador de hierro ferroportina humano. Uno de
los genes antisentido catresponde a una secuencia parcial interna de 249 pb del cDNA
de ferroportina (pAAV-AS1-Ferroportina) mientras que el otro corresponde a la
secuencia completa (1890 pb) del cDNA de ferroportina (pPAAV-AS2-Ferroportina).
Ambas secuencias se colocaron en orientacién invertida con respecto al promotor del
CMV en el plasmidio pAAV-MCS, que permite la posterior produccion de particulas

virales AAV.

4,B) Plasmidios: evaluacion de la expresién de los genes antisentido

Para evaluar la expresion de los genes antisentido producidos se lipofectaron
células Caco-2 con los plasmidios portadores de las distintas construcciones
antisentido y se midié su expresion por RT-PCR; Figura 4.1 (pagina 88).

En este experimento se observd que tanto el gen antisentido completo como el
gen antisentido parcial se expresan en las células lipofectadas. No se evalud la
inhibicién en la salida basolateral de hierro debido a que, por factibilidad de la técnica,
las lipofecciones se realizaron en células cultivadas en placas y no en insertos

bicamerales.

83




4C) AAV: produccién de vectores virales AAV portadores de genes antisentido
contra ferroportina.
Para la produccion de los mencionados vectores virales se utilizé el mismo

protocolo experimental descrito en el capitulo !I.

4D) Inhibicién de la salida basolateral de hierro mediada por AAV-ferroportina
antisentido.

Para evaluar el posible efecto inhibitorio de los AAV antisentidos en la salida
basolateral de hierro, se incubaron células Caco-2 cultivadas en insertos bicamerales
(permiten acceso diferencial al compartimento apical © basolateral) con distintas
concentraciones (MOIls) de particulas virales antisentido contra el mRNA del
transportador ferroportina o con AAV portadores del gen Lacz (virus control). Después
de la transduccién con los vectores AAV las células fueron cultivadas durante 12 dias
hasta obtener una completa diferenciacién celular y se evalud la incorporacion apical
de %Fe y la fransferencia basolateral del metal; Figura 4.2 (pagina 87). En estos
experimentos se utilizd el vector viral AAV que porta el gen antisentido parcial contra
ferroportina ya que en ensayos preliminares se observd que este vector es mas
eficiente en reducir [a transferencia basolateral de hierro que el vector que porta el gen
antisentido completo.

En estos experimentos, considerando una actividad especifica del hierro
constante, se observd que las células tratadas con diferentes dosis de AAV-
ferroportina antisentido mostraron una inhibicion cercana al 35 % en la salida
basolateral de hierro, sugiriendo una disminucién parcial en la expresion de este

transportador. Contrariamente a lo esperado, la reduccion en la salida basolateral de
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hierro se correlaciond con un aumento en [a incorporacion apical del metal (ver

discusion).

4,E) Expresion de DMT-1 y ferroportina en células Caco-2 transducidas con AAV-
ferroportina antisentido.

Para evaluar la expresion de los genes que codifican para DMT-1 y ferroportina
se realizaron reacciones de RT-PCR a partir de RNA total extraido de células Caco-2
transducidas con los vectores virales AAV que portan el gen antisentido contra
ferroportina (salida basolateral de hierro reducida) o transducidas con un vector viral
AAV control; Figura 4.3 (pagina 88).

En estos experimentos no se observaron variaciones significativas en los
niveles de mRNA de ambos transportadores en células transducidas con los vectores
virales AAV-ferroportina antisentido en comparacién a los niveles presentes en las

células control.
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FIGURAS -

Ferroportina antisentido

Ferroportina enddgeno

B-actina

1) control Caco-2 sin lipofectar
2) lipofeccion Caco-2 con pAAV-AS1-Ferroportina
3) lipofeccién Caco-2 con pAAV-AS2-Ferroportina

Figura 4.1 Evaluacién de la expresién de los genes antisentido contra el mRNA
del transportador ferroportina: R7-PCR a partir del RNA total extraido de células
Caco-2 conirol (sin lipofectar) o células Caco-2 lipofectadas con los plasmidios pAAV-
AS1-Ferroportina (gen antisentide parcial contra ferroportina) y pAAV-AS2-Ferroportina
(gen antisentido completo contra ferroportina). Los partidores utilizados amplifican un
fragmento de 190 bases presente tanto en el RNA antisentido parcial como en el RNA
antisentido completo.
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Salida basolateral de hierro
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Figura 4.2 inhibicién de la salida basolateral de hierro mediada por AAV-
ferroportina antisentido: Se transdujeron células Caco-2 en cultivo con diferentes
dosis (MOls) del AAV antisentido parcial contra ferroportina o del AAV-Lacz. A los 12
dias postransduccion se evalud A) la salida basolateral de *Fe, expresada como
porcentaje relativo de salida con respecto al hierro incorporado y B) la incorporacion
apical de hierro expresada como pmoles de hierro incorporado por mg de proteina;
n = 6; p<0,05 t-test vs. control sin virus.
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Niveles de mRNA de ferronortina
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Figura 4.3. Expresién de los transportadores de hierro en células con bajo
porcentaje de salida basolateral del metal: Cuantificacion por RT-PCR dsi nivel de
expresion del gen ferroportina (A) y DMT-1 (B) en células Caco-2 transducidas con
diferentes dosis del vector viral AAV-ferroportina antisentido parcial o AAV-Lacz; n = 3.

88




DISCUSION

Ferroportina, al ser el principal exofransportador de hierro presente en el
enterocito, es un blanco ideal para el disefio de una terapia para el tratamiento de la
hemocromatosis hereditaria. La reduccién de la expresion de esite fransportador
deberia producir un efecto inhibitorio muy importante en la salida del hierro absorbido
por el enterocito, generanda una acumulacion del metal en el interior celular. En este
caso, las células intestinales deberian detectar el aumento de la concentracion
intracelular de hierro y responder a el mediante una reduccion en la expresion del
transportador apical DMT-1, disminuyendo a(in mas el exotransporte de hierro hacia el
plasma. Debido a que el enterocito absortivo posee una vida media muy corta (3 dias)
el exceso de hierro acumulado en su interior seria posteriormente eliminado en el
proceso normal de descamacion intestinal, evitdndose asi los efectos toxicos de una
acumulacioén sistémica del metal.

En el presente trabajo se transdujeron células intestinales Caco-2, cultivadas en
insertos bicamerales, con diferentes concentraciones de vectores virales AAV
portadores de un gen antisentido contra el mRNA de ferroportina, observandose una
reduccion en la salida basolateral de hierro cercana al 35 % al utilizar una dosis viral
de 5 MOI. Esios datos indican que un gen antisentido dirigido contra el mRNA del
transportador ferroportina es capaz de disminuir significativamente la salida de hierro
en células intestinales; sin embargo, dado que la reduccién obtenida no fue tan
pronunciada como la que cabria esperar, es probable que el efecto inhibitorio obtenido
con el gen antisentido sea sélo parcial o que en células Caco-2 exista algin otro
mecanismo de salida de hierro independiente a ferroportina y por lo tanto no

susceptible a ser inhibido por el gen antisentido. Al aumentar la dosis viral (MOl 20) no

39




se observé una reduccidn en la salida basolateral de hierro. Este es un fenémeno
frecuentemente observado al utilizar dosis virales muy elevadas, ya que una alta
concentracion viral puede producir efectos toxicos y muerte de las células
transducidas, por lo gue finalmente la medicion de la salida de hierro se realiza en las
células no fransducidas que sobrevivieron al proceso (se obtuvieron valores similares a
los hallados en las células contral).

Se ha postulado que las células intestinales son capaces de responder a las
concentraciones intracelulares de hierro regulando la expresién de los fransportadores
DMT-1 y ferroportina (Tallkvist y col. 2000; Zoller y col. 2002; Johnson y col. 2005), por
lo que la inhibicién de la expresién de ferroportina deberia producir un aumento en la
concentracion intracelular de hierro, el que por accién del sistema IRE/IRP deberia
conducir a una reduccion en la expresién de DMT-1 y en la incorporacién apical del
metal. Sin embargo, en estos experimentos [a inhibicion de la salida de hierro se
correlaciond con una mayor incorporacién apical del metal y no se observaron
variaciones significativas en los niveles de mRNA tanto del transportador ferroportina
como del transportador DMT-1, sugiriendo que la acumulacidn de hierro en estas
células no es suficiente para producir una desactivacién del sistema regulatorio
IRP/IRE o para producir la activacién de algtn otro mecanismo de regulacién capaz de
reducir el nivel de mRNA de ambos transportadores. Una posibilidad alternativa es que
el aumento en la conceniracion intracelular de hierro produzca algin efecto a nivel de
la distribucion de estos transporiadores entre la membrana plasmatica vy
compartimentos celulares internos, fendmeno no evaluado en estos experimentos, y

que ya ha sido descrito en otros trabajos (Sharp y col. 2002)
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Debido a que el gen antisentido contra ferroporiina utilizado en estos
experimentos es de un tamafio similar al utilizado para inhibir la expresién de DMT-1
es muy probable que su uso no produzca [a activacidn del mecanismo de respuesta
antiviral del interferén, tal como se describio en el capitulo Il para el uso del gen
antisentido contra DMT-1.

En el desarrollo de una terapia tendiente a reducir la expresion de ferroportina
es muy importante realizar una entrega direccionada del gen terapéutico sélo a las
células intestinales, ya que una inhibicidén generalizada de la expresién de ferroportina
produciria una reduccidon del reciclaje del hierro incorporado por macréfagos,
conduciendo al desarrollo de un fenotipo similar al observado en pacientes con
hemocromatosis hereditaria debida mutaciones en ferroportina (HH tipo 1V).

La reduccién de la incorporacién apical de hierro (por inhibicion de la expresion
de DMT-1) y en la salida basolateral del metal (por inhibicidn de [a expresion de
ferroportina) observadas en este frabajo avalan el desarrollo de un vector AAV que
porte, en un mismo genoma, un gen antisentido contra DMT-1 junto con un gen
antisentido contra ferroportina, lo que debiera resultar en un potenciamiento de los

efectos inhibitorios aqui observados.
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SEGUNDA PARTE

Desarrollo de un nuevo sistema de correcciéon génica
con posible utilidad en el tratamiento de la

hemocromatosis hereditaria
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CAPITULO V

DESARROLLO DE UN NUEVO SISTEMA DE CORRECCION GENICA

INTRODUCCION

La capacidad de corregir mutaciones puntuales que generan enfermedades ha
sido considerada durante mucho tiempo como el méximo objetivo de la terapia génica.
La base de datos OMIM contiene mas de 400 enfermedades producidas por
mutaciones puntuales, en donde el cambio de una sola base en el DNA puede (i)
generar un coddn de termino, produciendo una proteina trunca, (i) abolir una sefial de
procesamiento, generando una proteina anormal o (jif) cambiar un coddn, produciendo
un cambio aminiacidico que se refleja en una proteina inactiva, como es el caso de la
mutacién C282Y en HFE previamente descrita para la hemocromatosis hereditaria.

Diferentes estudios han sugerido que es posible reparar (o inducir) una
mutacion puntual en células eucariotas activando, en forma experimental, los procesos
de recombinacion homéloga o de correccién de pares andmalos, normalmente
presentes en todas las células.

Para alcanzar este objetivo se han desarrollado variadas estrategias
experimentales con diferentes grados de éxito (Igoucheva y Yoon 2000; Rice y col.
2001). Los primeros trabajos se iniciaron con los estudios de Kmiec y colaboradores
quienes en el afio 1996 reportaron la correccion de mutaciones puniuales en DNA
episomal utilizando oligonucledtidos sintéticos hibridos de RNA/DNA (Yoon y col.
1996); estas moléculas correctoras, llamadas quimeroplastos, estaban disefiadas para
unirse de forma especifica al DNA blanco e inducir el reconocimiento y la correccion de

la base mutada por accién de los sistemas naturales de reparacion del DNA. Este tipo
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de molécula ha sido utilizada posteriormente para realizar modificaciones nucleotidicas
en cultivo de linfoblastos (Cole-Strauss y col. 1996), células de hepatoma (Kren y col.
1997) y melanocitos (Alexeev y Yoon 1998), e in vivo en diferentes modelos animales,
obteniéndose eficiencias de correccién que van desde 1 X 10° a 3 X 10™ (Kren y caol.
1998; Lai y Lien 1999; Bartlett y col. 2000; Rando y col. 2000; Tagalakis y col. 2001).
Sin embargo, una serie de frabajos recienies han reportado una falla persistente en los
intentos de corregir mutaciones puntuales o de reproducir datos preexistentes, usando
este tipo de molécula correctora (Albuquerque-Silva y col. 2001; Graham y col. 2001;
Van Der y col. 2001; Yoon y col. 2002; Manzano y col..2003), lo que ha generado una
gran controversia sobre la real capacidad correctora de este tipo de molécula (Taubes
2002).

Algunos estudios han postulado que la cadena de DNA del hibrido de
RNA/DNA seria la responsable de la induccién de la correccidon génica (Gamper y col.
2000; Gamper, Jr. y col. 2000), lo que llevd a la generacién de ofro tipo de molécula
correctora formada por oligonucleétidos de cadena simple de 25-100 bases de largo.
Estos oligonucleétidos correctores son completamente homélogos a la secuencia
blanco, excepto por la base que se desea cambiar y estan protegidos en sus extremos
con grupos fosforotioatos para aumentar su resistencia al ataque de nucleasas. Con el
uso de este tipo de molécula se han reportado correcciones fanto en células en cultivo
como en modelos in vivo, con una efectividad que va de 1 X 10% a 1 X 1073,
dependiendo del largo, polaridad y concentracién del oligonucledtido usado
(Yamamoto y col. 1992; Igoucheva y col. 2001; Kenner y col. 2002; Lu y col. 2003;
Pierce y col. 2003), situandose la mayoria de los estudios en la parte inferior de este

rango. Si bien este tipo de molécula correctora es mas econdmica y simple de
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sintetizar que las moléculas quiméricas de RNA/DNA, la baja eficiencia de correccion
lograda contintta siendo un problema importante que impide potenciar su uso.

Otro de los sistema de correccidn utilizados se basa en el uso de vectores
virales adenoasociados (AAV); debido a que el genoma de este virus esta formado por
una molécula de DNA de cadena simple, este puede ser utilizado como molécula
correctora de manera andloga a los oligonucleétidos de DNA (Inoue y col. 1999; Inoue
y col. 2001; Hirata y col. 2002). Esta metodologia ha sido utilizada con éxito no solo
para corregir sustituciones puntuales sino también para introducir pequefias deleciones
e inserciones (Inoue y col. 2001), sin que se detecien mutaciones secundarias o algin
tipo de rearreglo cromosomico en las células transducidas; indicando, que en células
de mamiferos, la correccion génica mediada por AAV es un proceso de alta fidelidad
(Russell y Hirata 1998; Inoue y col. 1999). La frecuencia de correccion génica obtenida
por este método viral va de 1 X 10° a 1 X 102 Se ha postulado que esta mayor tasa
de correccion, comparada con la obtenida al utilizar oligonucledtidos de cadena simple
puede deberse a una mayor eficiencia en la entrega del genoma viral al nicleo, al
aumento de la homologia entre la secuencia correctora y el DNA blanco o a la
estructura de los terminales repetidos invertidos (ITRs) del AAV, los que se pliegan
formando una estructura con forma de T que estabiliza el genoma viral y lo protege del
ataque de las nucleasas.

La principal desventaja de este método viral es que para tener un nivel de
correccion génica detectable se requiere del uso de una dosis de AAV muy elevada
(5 X 10* a 5 X 10° particulas virales por célula), debido a que en un AAV sintetico la
secuencia de DNA correctora situada entre los ITRs virales no es capaz de replicarse

en el interior celular, lo que dificuita mucho el uso de este sistema de correccion
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cuando se requiere tratar una gran cantidad de células y para modelos animales in
vivo.

Los AAV poseen un genoma de 4,7 kb (Srivastava y col. 1983) formado por dos
marcos abiertos de lectura que codifican las proteinas regulatorias (Rep) necesarias
para la replicacion viral y las proteinas estructurales (Cap) que forman la cépside del
virus, flanqueados por dos repeticiones terminales invertidas (ITRs) de 145 bases. Se
ha reportado que estos ITRs son la Unica secuencia en ¢is necesaria para la
replicacién y encapsidacion de los genomas virales de cadena simple (Hauswirth y
Berns 1977; Hauswirth y Berns 1979). El AAV pertenece a la familia de los
dependovirus y por lo tanto necesita de la presencia de un virus ayudante, como es el
adenovirus, para poder replicarse. Estudios secuenciales han permitido identificar a 5
genes adenovirales que colaboran activamente en el proceso de replicacion del AAV;
estos son el gen E1A, E1B, E2A, E4 y VA (Berns 1990; Muzyczka 1992).

También es importante destacar que se ha reportado que cualquier secuencia
de DNA que se encuentre flanqueada por los |TRs virales del AAV en un plasmidio
puede ser amplificada en la forma de DNA de cadena simple si se le suministra a la
célula el gen rep y los genes adenovirales ayudantes previamente descritos, sin que se
produzca la amplificacién de la secuencia del cuerpo del plasmidio situada por afuera
de los ITRs virales (Samulski y col.1982; Laughlin y col. 1983).

En el presente capitulo desarrollamos un nuevo sistema de correccion genica
que evita el uso de particulas virales, basado en un plasmidio que posee una
secuencia correctora de DNA carente de promotor, flanqueada por las repeticiones
terminales invertidas (ITRs) del AAV. Con este nuevo sistema corrector, y usando

como blanco de correccién un gen que codifica para la proteina fluorescente verde
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mutada (eGFP-M) presente en forma episomal o integrado establemente en el genoma
celular, hemos logrado obtener una elevada eficiencia de correccién en células
asincronizadas cotransfectadas con (a) un plasmidio que contiene la secuencia
correctora flanqueada por los ITRs virales mas (b) un plasmidio que codifica para la
proteina Rep del AAV y (c) un plasmidio portador de los genes adenovirales ayudantes
necesarios para el proceso de replicacién del genoma viral. Debido a que el gen que
codifica para las proteinas de la capside fue eliminado del sistema de correccion no se
producen proteinas de la capside ni se forman particulas virales en el interior celular.
En este trabajo también analizamos el efecto de la detencion del ciclo celular en
diferentes fases en la eficiencia de correccidén génica, como asi también el posible

mecanismo de correccion involucrado en el proceso.
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RESULTADOS

5.A) Incorporaciéon de la mutacion inactivante G202C en el gen eGFP por
mutagénesis sitio dirigida.

Se introdujo la mutacién G202C (G67R) en el gen eGFP provocando la perdida
completa de la fluorescencia de la proteina codificada, la que es recuperada al
revertirse la mutacién (Pierce y col. 2003), brindando una forma préactica y precisa para
determinar la eficiencia de correccion génica lograda. La mutacion puntual en el gen
eGFP se realizd por técnicas de mutagénesis sitio dirigida de la forma descrita en
materiales y métodos, utilizando cuatro partidores, dos de los cuales llevan la mutacion
deseada en su secuencia; Figura 5.1 (pagina 106).

La lipofeccion de células HEK-293 con el plasmidio portador del gen de [a
proteina fluorescente verde mutado (peGFP-M) no produjo fluorescencia detectable,
confirmando que la mutacion G202C produce la completa pérdida de la fluorescencia

de la proteina codificada.

5.B) Correccion del gen eGFP-M por oligonucleétido sintéticos en células
humanas.

Para evaluar la capacidad de comreccion del gen eGFP-M se sintetizd un
oligonucledtido corrector de 49 bases con tres grupos fosforotioatos en cada extremo y
la base correctora en la posicién central, este oligonucledtido fue lipofectado tanto en
células Caco-2 como en células HEK-293 junto con el plasmidio blanco de la
correccion (peGFP-M). Se realizé también un control positivo en el que las células
fueron lipofectadas con un plasmidio que porta el gen eGFP funcional y un control

negativo en el que las células fueron lipofectadas sdlo con el plasmidio peGFP-M. A
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las 48 h postlipofeccion se observaron las células al microscopio de fluorescencia;
Figura 5.2 (pagina 107).

Mediante el uso de oligonucledtidos correctores sintéticos se logrd corregir [a
mutacion puntual en eGFP-M tanto en células HEK-293 como en celulas Caco-2; sin
embargo, el porcentaje de correccion alcanzado fue muy bajo (0,001 % a 0,003 %)
limitando enormemente la utilidad de este sistema. Esta baja eficiencia de correccion
lograda con el uso de oligonucledtidos sintéticos avala el desarrollo de un sistema de

correccion génica mas eficiente.

5C) Desarrollo de un sistema de correccion génica mediado por elementos
virales

En forma analoga a los oligonucledtidos correctores, el genoma del virus
adenoasociado (AAV) es una molécula de DNA lineal de cadena simple, por lo que
podria ser utilizado como molécula correctora para modificar, de forma especifica, la
secuencia de un gen blanco.

Para el desarrollo de este nuevo sistema de correccién génica se construyo (a)
un plasmidio corrector que posee una secuencia de 166, 365 o 609 pb del gen eGFP
silvestre flanqueado por las secuencias terminales repetidas invertidas (ITRs) del AAV
(pCorrector166, pCorrector365 y pCotrector609 respectivamente). Estos plasmidios
carecen de promotor y de sefial de poliadenilacién, evitando que la secuencia
correctora se exprese; (b) un plasmidio que codifica para la polimerasa viral Rep del
AAV (pAAV-Rep); esta proteina colabora en el proceso de amplificacion de la
secuencia contenida entre los ITRs virales, en la forma de DNA de cadena simple.
Este plasmidio carece del gen que codifica para las proteinas de la capside viral, lo

que evita la produccién de particulas virales en el interior celular y (c) un plasmidio que
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codifica para factores de transcripcion adenovirales (genes ayudantes) necesarios para
el proceso de amplificacion del DNA corrector de cadena simple (pAAV-Helper),
Figura 5.3 (pagina 108).

Es de esperar que este nuevo sistema de correccion posea algunas ventajas
importantes con respecto a otros sistemas como son (i) la produccion continuada de
moléculas correctoras en el interior de la célula blanco, producto de la accidn
amplificadora de la proteina Rep (i) gran estabilidad y disponibilidad de las moléculas
correctoras debido a la ausencia de proteinas de la capside que evitan su
encapsidacion y (i) menor costo que el necesario para la sintesis de oligonucledtidos

correctores largos.

5.D) Componentes necesarios para la correccion génica mediada por elementos
virales.

Con el fin de evaluar la importancia de los distinfos elementos virales del
sistema de correccién génica descrito anteriormente se lipofectaron células HEK-293
con el plasmidio peGFP-M (portador del gen blanco de la correccion). A las 24 h
postlipofeccién las células fueron cotransfectadas con (a) el plasmidio que lleva la
secuencia correctora de 365 pb del gen eGFP silvestre (pCorrector365) sélo o en
combinacién con (b} el plasmidio pAAV-Rep (codifica para la proteina Rep del AAV)
y/o (c) el plasmidio pAAV-Helper (contiene los genes ayudantes del adenovirus). Para
poder comparar la eficiencia obtenida con este nuevo sistema de correccion también
se realizaron cotransfecciones en donde el plasmidio peGFP-M fue acompaiiado de (d)
el oligonucledtido corrector sintético de 49 bases; Figura 5.4 (pagina 109).

La eficiencia de correccion obtenida en las células transducidas con el sistema

corrector completo (plasmidios a + b + ¢) fue 20 veces mayor que la alcanzada en
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células transfectadas solamente con el plasmidio pCorrector365 o con el
oligonucleétido corrector sintético de 49 bases dirigido hacia la misma regién del DNA,
aun cuando la concentracién molar del oligonucleédtido corrector utilizado fue 450

veces mayor a la del plasmidio pCorrector 365.

5.E) Efecto del tiempo transcurrido en la eficiencia de correccion génica.

Se analiz6 el efecto del tiempo transcurrido (12-120 h) entre la transfeccién de
las células con las moléculas correctoras y la determinacion de la fluorescencia,
Figura 5.5 (pagina 110). En el sistema corrector basado en elementos virales se
observd un aumento significativo en la eficiencia de correccion al aumentar el tiempo
transcurrido entre la transfeccidon y la medicién de la fluorescencia, alcanzando un
méximo a las 92 h postransfeccién, mientras que la eficiencia de correccién mediada
por el oligonucleétido sintético aumento entre las 24 y 48 h postransfeccion y luego se

mantuvo constante.

5.F) Efecto de la regién de homologia en la eficiencia de correccién génica.

Se ha reportado que para poder observar una célula fluorescente en un
microscopio de fluorescencia se requieren varias copias del gen eGFP en el interior
celular (Schindelhauer y Laner 2002), por lo que para obtener una determinacion mas
precisa de la eficiencia de correccién cambiamos el método de deteccion por
microscopia de fluorescencia a deteccion de células fluorescentes por citometria de
flujo.

En estos experimentos se evalud si el cambio en el largo de la regidn de
homologia entre la molécula correctora y el DNA blanco modifica la eficiencia de

correccion. Para ello se generaron dos plasmidios correctores adicionales conteniendo
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una secuencia de 166 o 609 pb del gen eGFP silvestre flanqueadas por los [TRs
virales (pCorrector166 y pCorrector609 respectivamente). La transfeccion de células
HEK-293 con cualquiera de los plasmidios correctores no produjo fluorescencia
detectable, indicando que la secuencia correciora no origina ningdn producto
fluorescente.

El aumento de la homologia entre la molécula correctora y su DNA blanco
produjo un aumento de la eficiencia de correccion, tanto en células que llevan el gen
reportero eGFP-M en forma episomal como en las que lo llevan integrado en sus
genomas, alcanzando eficiencias de correccién de 1,4 X 10% y 1,1 X 10?

respectivamente; Figura 5.6 (pagina 111).

5.G) Efecto de la detencion del ciclo celular en la eficiencia de correccion génica.

Para determinar si las distintas fases del ciclo celular afectan la eficiencia de
correccion, células HEK-293 que llevan el gen eGFP-M integrado en su genoma fueron
detenidas durante 24 h en las fases G, G,/S o G,/M del ciclo celular. Se utilizaron
detenciones de solo 24 h para evitar el dafio celular inducido por periodos de
detencidon mas largos. Se obtuvo un aumento de cuatro veces en la eficiencia de
correccion en células detenidas en G,/M, sugiriendo que la abundancia de algunos de
los factores requeridos en el proceso de caorreccion génica varia a lo largo del ciclo
celular; Figura 5.7 (pagina 112). En estos experimentos también se observo una leve
disminucion en la eficiencia de correccion en las células detenidas en G, y un leve

aumento en la eficiencia de correccion en células detenidas en la fase S.
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5.H) Determinacion de la amplificacién de moléculas correctoras de cadena
simple en el interior celular.

En presencia del gen rep del AAVY y de los genes adenovirales ayudantes, el
segmento de DNA doble cadena, que lleva la secuencia correctora flanqueada por los
ITRs virales deberia ser amplificado en la forma de moléculas de DNA de cadena
simple con un ITR en cada extremo (Samulski y col. 1982; Laughlin y col. 1983),
generando un efecto corrector muy pronunciado. Para determinar si la secuencia
correctora es amplificada en el interior celular, células HEK-293 fueron transfectadas
con el plasmidio pCorrector609 sélo o con l[as distintas combinaciones de los
plasmidios pAAV-Rep y pAAV-Helper. Se calculo la razén entre la secuencia
correctora (presente tanto en el plasmidio pCorrector609 como en cualquier molécula
de DNA de cadena simple generada a partir de el) y una secuencia del cuerpo del
plasmidio (presente sélo en el plasmidio pCorrector609). Las mediciones se realizaron
por PCR utilizando diferentes parejas de partidores especificas para cada una de estas
secuencias; Figura 5.8A (pagina 113). Una razén de 1,0 indica que no se generaron
moléculas correctoras de cadena simple a partir del plasmidio pCorrector609, mientras
que una razén mayor a 1,0 indica que si se produjo amplificacion.

En estos experimentos obtuvimos razones 2-3 veces mayores cuando las
células fueron transfectadas con todos los componentes del sistema corrector en
comparacion a células transfectadas solamente con el plasmidio pCorrector609;
Figura 5.8B (pagina 113), indicando una amplificacién de la secuencia correctora en la
forma de DNA de cadena simple en presencia del gen rep del AAV y de los genes

ayudantes del AdV.
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5.1) Determinacion del mecanismo de correccion génica

Dos mecanismos de reparacion, normalmente presentes en todas las células,
han sido implicados en los procesos de correccion génica. Estos son (i) recombinacion
homologa vy (ii} correccidn de pares anémalos (Buermeyer y col.1999, Kolodner y
Marsischky 1999; Hirata y Russell 2000; Hirata y col. 2002). Con el fin de identificar
cual de estos mecanismos de reparacion esta actuando en nuestro sistema de
correccion génica se introdujo la mutacién silente (T369A) en el gen eGFP-M,
separada 167 bases rio abajo de la mutacién inactivante. La secuencia del plasmidio
pCorrector609 cubre ambas mutaciones. La mutacion silente produce la pérdida de un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién SfaN I, mientras que la mutacién
inactivante crea un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BstU [.
Comenzamos el experimento partiendo del supuesto de que ninguna de las dos
mutaciones introducidas en eGFP sufre una correccién preferencial por el sistema
corrector aqui analizado.

Una vez realizado el experimento de correccién, se generd un amplicon de la
secuencia del gen eGFP-M por PCR y se sometid a digestion con la enzima de
restriccion SfaN | (solamente las moléculas corregidas en la mutacidn silente son
cortadas). El fragmenio de DNA obtenido por la digestion con SfaNi fue
posteriormente purificado, amplificado y tratado con la enzima de restriccién BstU I.
Teniendo en cuenta que sdlo la secuencia portadora de la mutacién inactivante puede
ser cortada por BstU |, los fragmentos generados por la digestion con esta enzima
indican que estas moléculas no han sido corregidas. Como se muestra en la Figura
5.9 (pagina 114) sdlo una proporcion menor (5-10 %) de los fragmentos generados por

digestion con SfaN | no fueron digeridos por BstU 1, indicando que en la mayoria de las
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moléculas la mutacién inactivante no ha sido corregida. Estos datos sugieren que cada
mutacién es corregida de forma independiente, presumiblemente mediante un
mecanismo de correccion del par andmalo y no a través de un mecanismo de
recombinacion homdéloga, el que debiera generar frecuencias de correccién idénticas
para ambas mutaciones. En la Figura 5.10 (pagina 115) se muestra un diagrama
indicando los posibles resultados e interpretaciones empezando por la purificacion del
fragmento generado por digestién con SfaN | (moléculas corregidas en la posicion

silente).
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FIGURAS
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Figura 5.1 Mutacidn sitio dirigida del gen eGFP. A) Esquema utilizado para la
incorporacion de la mulacion G202C (G67R) en el gen e GFP. La mutacion se introdujo
por mutagénesis sitio dirigida ulilizando partidores que llevan la mutacion deseada en
Su secuencia. B) Reaccion de secuenciacion del gen eGFP-M en donde se indica el
cambio nucleotidico introducido.
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peGFP (control +)

peGFP-M +
oligonucleoétido corrector

peGFP- M (control -)

430.000 células verdes de
1.000.000 de células totales

5X

HEK-293

5 células verdes de
1.000.000 de células totales

0 células verdes de
1.000.000 de células totales

119.000 células verdes de
700.000 de células totales

Caco-2 5X

4 células verdes de
700.000 de células totales

0 células verdes de
700.000 de células totales

Porcentaje de correccion de 0,001 a 0,003 %

Figura 5.2 Correccion del gen eGFP-M mediada por oligonucleétido sintético:
Células HEK-293 o Caco-2 fueron lipofectadas con el plasmidio portador del gen
eGFP-M en combinacién con el oligonucledtido corrector sintético. En el control
positivo las células fueron lipofectadas con un plasmidio portador del gen eGFP
funcional. En el control negativo las células fueron lipofectadas sélo con el plasmidio
peGFP-M. 48 h postlipofeccion se contaron células fluorescentes en microscopio de

fluorescencia. La eficiencia de correccién se calculé teniendo en cuenta el porcentaje

de transfeccién obtenido en el control positivo.
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Figura 5.3 Componentes del sistema de correccioh génica mediado por
elementos virales.
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Figura 5.4 Correccién del gen eGFP-M episomal mediada por las distintas
combinaciones plasmidiales: Células HEK-293 lipofectadas con el plasmidio
peGFP-M fueron cotransfectadas 24 h después con las diferentes combinaciones
plasmidiales o con un oligonucledtido corrector sintético; 92 h postransfeccion se
contaron células verdes (corregidas) por microscopia de fluorescencia. n = 3; * p< 0,05
**p < 0,01 t-test vs. oligonucledtido corrector y vs. pCorrector 365 sdlo.
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Figura 5.5 Efecto del tiempo transcurrido en la eficiencia de correccién génica:

Se transfectaron células HEK-293 con los plasmidios pCorrector365, pAAV-Rep y

pAAV-Helper o con el oligonuciedtido corrector sintético. EI numero de células

corregidas se determiné midiendo la fluorescencia a diferentes tiempos

postransfeccion por microscopia de fluorescencia.
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Figura 5.6 Efecto de la extensién de la homologia en la eficiencia de correccion
génica. Células HEK-293 que portan el gen blanco de fa correccion eGFP-M en forma
episomal o integrado en el genoma fueron coltransfectadas con el sistema corrector
complefo utilizando moléculas correctoras de tres largos diferentes. Se contaron
células fluorescentes por citometria de flujo 92 h después de la transfeccion; células
evaluadas 20.000; n= 4; *p < 0,05 t-test vs. pCorrector166.
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Figura 5.7 Efecto de la detencion del ciclo celular en la eficiencia de correccién
génica. Células HEK-293 que flevan el gen eGFP-M integrado en forma estable en su
genoma fueron transfectadas con los plasmidios del sistema corrector completo. 24 h
postransfeccion las células fueron detenidas en diferentes fases del ciclo celular por 24
h; posteriormente la detencion celular fue liberada y se determind la eficiencia de
correccion génica por citometria de flujo a las 92 h postransfeccion; células evaluadas
20.000; n = 6; * p< 0,05 t-test vs. células asincronicas.
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Figura 5.8 Aplificacién de moléculas correctoras de cadena simple en el interior
celular: A) Moléculas de DNA de cadena simple son generadas a partir del plasmidio
pCorrector en el interior celular. La amplificacion de las moléculas correctoras puede
ser detectada por PCR utilizando dos pares de partidores como se describe en
materiales y métodos. Si hay produccidn de moléculas de DNA de cadena simple Ia
razon del amplicén AB al amplicén CD es mayor a 1.0. B) Razon entre los amplicones
obtenidos por PCR a partir de DNA aislado de células HEK-293 transfectadas con las
distintas combinaciones plasmidiales; n = 3; *p < 0,05 t-test vs. pCorrector609 solo.
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Moléculas corregidas »

en ambas posiciones 166 pb

Moléculas corregidas ’

solo en la posicion silente 82/84 pb

Figura 5.9 Mecanismo de correccion génica: Digestion de amplicones con la enzima
de restriccion BstU | obtenidos por PCR anidada a partir de moléculas de DNA
corregidas en la mutacion silente, purificadas de células que Hlevan el gen eGFP-M
episomal o integrado en su genoma y que fueron transfectadas con los plasmidios del
sistema corrector completo. Una digestion con BstU | indica que la mutacion
inactivante no fue corregida. Como control se realizé una PCR sobre el DNA plasmidial
que lleva el gen eGFP o eGFP-M con los mismos partidores usados en la amplificacion
final del DNA celular (experimentos de correccion), estos amplicones generados
contienen la region de la mutacion inactivante pero no la de la mutacién silente.
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Figura 5.10 Mecanismo de correccién génica: Diagrama representando los pasos
de amplificacion por PCR y digestion realizados para discriminar entre las moléculas
de DNA corregidas solo en la mutacion silente (reparacion del par anémalo) de las
moléculas corregidas tanto en la mutacion silente como en la mutacion inactivante
(recombinacién homdloga). Las reacciones se realizaron a partir de DNA aislado de
células HEK-293 que portan el gen eGFP-M en forma episomal o integrado en su
genoma y que fueron transfectadas con los plasmidios del sistema correcior completo.

115




DISCUSION

El &rea de la correccion génica ha generado un gran interés en la comunidad
cientifica debido a su potencial aplicacién en el tratamiento de enfermedades genéticas
(Richardson y col. 2002; Parekh-Olmedo y col. 2005). Con estas técnicas, la
correccion de la mutacion no solo se realiza de forma permanente sino gue ademas el
gen reparado queda bajo el control de su propio promotor y elementos reguladores
transcripcionales. Desafortunadamente la elevada eficiencia de correccién reportada
en los primeros estudios no ha podido ser reproducida. Hasta el momento con el
sistema de oligonucledtidos correctores, la eficiencia de correccion alcanzada va de
0,001 a 0,1% (Igoucheva y col. 2001; Kenner y col. 2002; Lu y col. 2003; Pierce y col.
2003) y esta mediada, presumiblemente, por la reparacién del par andmalo (Kenner y
col. 2004); mientras que en otros modelos, usando infecciones masivas con vectores
virales AAV, (10.000 a 100.000 particulas virales por célula) se han reportado
eficiencias de correccién cercanas al 1 %, pero en este caso el mecanismo de
correccion propuesto ha sido el de recombinacién homologa (Hirata y Russell 2000;
Hirata y col. 2002). Si bien el sistema de correccién génica mediada por AAV parece
ser un sistema promisorio, requiere del uso de un gran ndmero de particulas virales,
las que ademas de ser dificiles de obtener incorporan a las células blanco una gran
cantidad de proteinas de la capside viral que son toxicas per se y que pueden activar
mecanismos de inestabilidad cromosomica.

En este trabajo desarrollamos un nuevo sistema de correccion génica que no

requiere del uso de particulas virales preformadas y que es capaz de corregir
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mutaciones puntuales con una eficiencia que va del 1,1 al 4 %, presumiblemente a
fravés de un mecanismo de correccidn del par andmalo. La eficiencia de correccion
génica lograda utilizando este nuevo sistema corrector superd ampliamente a la
obtenida con el uso de oligonucledtidos correctores de cadena simple protegidos con
grupos fosforotioatos en cada extremo y dirigidos hacia [a misma secuencia blanco, a
pesar de que el nimero de moléculas de oligonucledtido sintéticos necesario para
obtener una correccién detectable excedid en 450 veces a la cantidad de moleculas de
plasmidio pCorrector utilizada.

En estos experimentos observamos que para lograr la maxima eficiencia de
correccién se requiere tanto del gen rep del AAV como de los genes adenovirales
ayudantes, probablemente debido a que todos estos genes colaboran en el proceso de
produccién de moléculas de DNA de cadena simple (Berns 1990); sin embargo,
también se observd correccion génica en presencia sélo del gen rep. Se ha postulado
que este gen puede expresarse a niveles basales alin en ausencia de los genes
adenovirales ayudantes, apoyando la idea de que la produccion de DNA de cadena
simple es un requerimiento clave en el proceso de correccién génica, en donde los
factores adenovirales ayudantes actuarian incrementando la tasa de transcripcion del
gen rep (Berns 1990; Ni y col.1998); sin embargo, no es posible descartar que los
genes ayudantes intervengan en algtin otro evento, que en presencia de la proteina
Rep, favorezca el proceso de correccion génica. Es importante destacar que todos los
elementos del sistema corrector (pCorrector, pAAV-Rep y pAAV-Helper) podrian ser
ensamblados en un solo vector adenoviral, lo que permitiria una mejor entrega de las

moléculas correctoras a células de mamifero.
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El aumento de la extensién de la regién de homologfa entre la secuencia
correctora y la molécula blanco produjo un aumento en la eficiencia de correccion,
tanto para genes presentes en forma episomal como para genes integrados en el
genoma celular. Este aumento en el largo de la region de homologia (hasta 609 bases
en el presente estudio) puede ser facilmente generado por técnicas de biologia
molecular, sin embargo no es posible obtener cantidades apreciables de
oligonucledtido correctores largos (més de 50 nt) con los metodos de sintesis quimica
disponibles actualmente.

Es posible obtener datos mecanisticos que permitan una mayor comprension
del funcionamiento de este sistema de correccion, estableciendo cual es la fase del
ciclo celular en donde las correcciones génicas se realizan de forma mas eficiente. En
este trabajo observamos que la fase G,/M del ciclo celular proporciona la mejor
combinacion de los factores celulares requeridos para el proceso de correccion génica.
Estos datos sugieren que es posible obtener un mayor porcentaje de correccion
sometiendo a los cultivos celulares a repetidos periodos de detencion del ciclo celular
en G,/M, ya que en este estudio obtuvimos frecuencias de correccién de hasta 4 %
cuando las células fueron detenidas solo el 25 % del tiempo en la fase G,/M. Esta
estrategia de detenciones sucesivas podria ser utilizada para la obtencién de modelos
celulares de enfermedades genéticas o para la correccion de modelos celulares
preexistenies.

En un estudio reciente de gran importancia Urnov y colaboradores (2005)
reportaron un nuevo sistema de correccidn génica basado en el proceso de
recombinacién homologa; este sistema corrector requiere de la sintesis de dos

péptidos de al menos 28 aminoacidos, cada uno capaz de formar 4 dedos de zinc que
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reconocen 12 bases fanto en la cadena codificante como en la cadena no coedificante
del gen blanco de la correccion. Estos péptidos estan unidos en uno de sus extremos
al dominio catalitico de la enzima de restriccion Fok |, el que es capaz de cortar el DNA
en la vecindad del sitio reconocido por los dedos de zinc. De esta forma, la actividad
catalitica Fok | de los péptidos quiméricos, guiados por la secuencia nucleotidica,
generan cortes en la doble cadena de DNA que facilitan la recombinacién homoéloga
con una secuencia de DNA doble cadena correctora proporcionada en un plasmidio
donor. El porcentaje de correccion génica logrado con este método fue de 2,2% en
células asincronizadas; esto es soélo el doble de la eficiencia de correccion lograda por
nuestro sistema corrector (2,2% vs. 1,1%). Sin embargo, una clara ventaja de nuestro
sistema de correccion es que i) no requiere de la sintesis de dos péptidos quiméricos
largos, que deben ser disefiados especiaimente para cada gen que se desea corregir y
i) no tiene el riesgo de que algunos de los cortes introducidos por los péptidos
quiméricos no sean religados, lo que podria traducirse en un dafio cromosémico
importante.

En nuestro sistema, el mecanismo de correccién génica parece ser el de
correccion del par anémalo, ya que las dos mutaciones introducidas en el gen eGFP
fueron corregidas simultaneamente en menos del 10% de los casos, descartando un
mecanismo de correccion mediado por recombinacidon homéloga como el propuesto
para el uso del AAV completo (Hirata y Russell 2000) y para el sistema basado en
péptidos quiméricos formadores de dedos de zinc (Urnov y col. 2005).

El sistema de correccién génica desarrollado en el presente trabajo podria ser
utilizado clinicamente en el tratamiento de enfermedades en las que la recuperacion de

solo una pequefia proporcién del producto génico es suficiente para revertir los

119




sintomas de la enfermedad, como es el caso de la hemofilia o fibrosis quistica como
asi también en el tratamiento de enfermedades en el que una terapia de amplificacion

ex vivo es posible.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES GENERALES

PRIMERA PARTE

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en el presente trabajo,
y que han sido discutidos anteriormente, nos han permitido aportar nuevos datos sobre
los mecanismos celulares involucrados en la regulacion de la absorcion intestinal de
hierro y en base a estos plantear distintos blancos terapéuticos para el tratamiento de
la hemocromatosis hereditaria.

En la tabla | se presenta un resumen de los resultados mas relevanties de
nuestros estudios sobre [a regulacién de la absorcién intestinal de hierro y el efecto de
la inhibicién de los transportadores de hierro DMT-1 y ferroportina en el modelo de
células intestinales Caco-2. Seguidamente se presenta la conclusion general basada

en tales estudios.

Tabla I: Resumen de los resultados mas relevantes: primera parte.

> Las células Caco-2 responden a una sobrecarga de hierro de forma diferente
dependiendo de si estas son cultivadas en insertos bicamerales o en placas de
poliestireno, siendo las primeras un mejor modelo fisiologico de las células
intestinales polarizadas in vivo.

» En células cultivadas en insertos bicamerales (polarizadas), la preincubacion
con altas concentraciones de hierro (50 pM) produjo una rapida reduccién en la
incorporacion apical del metal. Este efecto no se observo en células cultivadas

en placas, sugiriendo que el grado de diferenciacidn alcanzado por estas no es
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suficiente para lograr un sistema de regulacién de la absorcién de hierro
completamente funcional.

La inhibicion en la incorporacién apical de hierro observada en celulas
cultivadas en insertos bicamerales se correlacioné de forma directa con una
reduccién en los niveles de mRNA tanto del transportador DMT-1 como del
transportador ferroportina, sugiriendo que Ila expresion de ambos
transportadores es regulada de forma coordinada dependiendo de la
concentracién interna del metal.

Al transducir células Caco-2 con un vector viral AAV portador de un gen
antisentido contra el mRNA del transportador DMT-1 se logrd una inhibicion del
55% en la incorporacién apical de hierro. Esta inhibicion se mantuvo constante
al utilizar concentraciones crecientes de particulas virales, sugiriendo que la
absorcion residual de hierro observada podria deberse a algin ofro mecanismo
de incorporacion del metal presente en células Caco-2.

El mecanismo molecular de la inhibicién se caracterizé cuantificando el nivel de
expresion de DMT-1 y de su antisentido. A bajas dosis de infeccion el
antisentido funciona a través de un mecanismo tipo RNAI, mientras que a altas
dosis actua principalmente por ocupacién {y bloqueo de la traduccion) del
mRNA blanco. En ambos casos el mecanismo regulatorio encargado de
aumentar la incorporacidon de hierro fue claramente anulado, favoreciendo el
uso de estos vectores virales en una posible ierapia génica para Ia
hemocromatosis hereditaria.

No se observaron diferencias significativas al comparar los niveles de expresion

de ferroportina vy del receptor de transferian | en células transducidas con
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distintas dosis de AAV-DMT1 antisentido (células con niveles de incorporacion
de hierro reducido) en relacion al nivel de expresion de estos genes en células
control, sugiriendo que a pesar de que DMT-1 se encuentra inhibido, en estos
estudios a largo plazo (12 dias} la concentracion interna de hierro habria
retornado a valores normales, posiblemente mediante la enirada de hierro
unido a transferrina por la ruta basolateral (esto no significa que el paso
transepitelial de hierro haya retornado a valores normales).

Se demostrd la ausencia de un posible efecto toxico asociado a la expresion
del gen antisentido.

La transduccién de células Caco-2 con distintas dosis de un vector viral AAV
portador de un gen antisentido contra el mRNA del fransportador ferroportina
produjo una inhibicién del 35% en la salida basolateral de hierro, sugiriendo un
efecto parcial del gen antisentido.

No se cbservaron variaciones significativas en los niveles de mRNA de los
transportadores DMT-1 y ferroportina en las células transducidas con las
distintas dosis del vector viral AAV-ferroportina antisentido, indicando que la
inhibicién lograda no es suficiente para activar los mecanismos de regulacion

de [a absorcion de hierro.

Conclusion

Las células Caco-2 polarizadas, cultivadas en insertos bicamerales, constituyen un

buen modelo para el estudio de los mecanismos de regulacion de la absorcion y del

fransporte intestinal de hierro.
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El modelo de reduccion de [a expresion de los transportadores de hierro DMT-1 y
ferroportina, mediado por vectores AAV portadores de genes antisentido, podria ser
utilizado con éxito en el desarrollo de la primera terapia génica destinada al tratamiento
de la hemocromatosis hereditaria. Debido a la gran resistencia de los vectores virales
AAV al pH acidico del estomago, estos podrian ser administrados por via oral

resultando en una transduccion preferencial de las células del tracto gastrointestinal.

SEGUNDA PARTE

La capacidad de corregir mutaciones puntuales que generan enfermedades ha
sido considerada durante mucho tiempo como el méaximo objetivo de la terapia génica.
En nuestro caso, el desarrollo de un sistema de correccion génica eficiente podria ser
de gran utilidad para la correccién de la mutacién responsable de la hemocromatosis
hereditaria, previniendo el desarrollo de esta enfermedad. Este sistema seria también
muy Util para la produccién de un modelo celular de hemocromatosis hereditaria por
introduccion de la mutacion puntual Cys282Tyr en el gen HFE en células intestinales
Caco-2 en cultivo. El desarrollo de este modelo celular permitiria estudiar, de forma
aislada, cuales son los puntos de control alterados en la enfermedad y también poder
probar distintas alternativas terapéuticas para su tratamiento.

En la tabla Il se presenta un resumen de los resuliados mas relevantes sobre Ia
produccion de un nuevo sistema de modificacion génica capaz de corregir o introducir
mutaciones puntuales en células de mamiferos. Seguidamente se presenta la

conclusion general basada en tales estudios.
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Tabla Il: Resumen de los resultados mas relevantes: Segunda parte.

> Se generd un gen reportero portador de una mutacién puntual, cuya proteina
codificada es carente de aclividad, la que es recuperada al corregirse la
mutacion, convirtiéndose en un sistema de evaluacion de la eficiencia de
correccion génica muy sensible.

» Consistente con los datos en la literatura, se corrigié la mutacion introducida
en el gen reportero por medio de cirugia génica mediada por oligonucledtidos
sintéticos tanto en células HEK-293 como en células Caco-2, obteniéndose
eficiencias de correccion de sélo 0,001 a 0,003%.

> Se desarrolld y caracterizé un nuevo sistema de correccidn génica basado en
el uso de elementos virales, lograndose eficiencias de correccion de 1,4%
para genes episomales y de 1,1% para genes incorporados establemente en
el genoma celular. Esta eficiencia de correccion excedio de 10 a 100 veces a
la obtenida a partir de ofros sistemas de correccion génica descritos en la
literatura.

> La detencion de las células durante 24 h en la fase G,/M del ciclo celular
produjo un importante aumento (hasta un 4%) en la eficiencia de correccion
génica. Esta estrategia de detenciones sucesivas paodria ser utilizada tanto
para la obtencidn de modelos celulares de enfermedades genéticas como el
de hemocromatosis hereditaria como para la correccion de modelos celulares

preexistentes.
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» La combinacién del gen rep del AAV y de los genes ayudantes del adenovirus
potenciaron el efecto corrector del sistema generado, sugiriendo que estos
genes estan implicados en la producciéon de moléculas correctoras de DNA de
cadena simple.

> El aumento de la region de homologia entre la molécula correctora y el DNA
blanco produjo un aumento en [a eficiencia de correccion génica.

> Se identificd al sistema de reparacién del par anémalo como el mecanismo

responsable de la correccidn génica.

Conclusién
Se propone que el sistema de correccion génica desarrollado en el presente trabajo
podria ser utilizado clinicamente en el tratamiento de enfermedades en el que una
recuperacién de sélo una pequefia cantidad del producio génico es suficiente para
revertir el fenotipo de la enfermedad, como el caso de la hemofilia o la fibrosis quistica,
como asi también en el tratamienio de algunos tipos de enfermedades como Ia

inmunodeficiencia severa, en el que una terapia de amplificacion ex vivo es factible.
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