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DESCRIPCION
Levadura recombinante

La presente solicitud se refiere a nuevas cepas de levadura recombinante y a composiciones que comprenden la
levadura.

Antecedentes de la invencion.

El hierro es un nutriente esencial que no solo es necesario para transportar oxigeno a través del torrente circulatorio
sino que también es un componente vital de las enzimas necesarias para la respiracion oxidativa. El déficit de hierro
es la deficiencia de nutrientes mas comun del mundo, y esta presente en el 25% de los nifios menores de 2 afios
(DeMaeyer, E. y Adiels-Tegman, M., World Health Stat. Q. 38: 302 - 316); 1985, Beard, J. y Stoltzfus, R., J. Nutr.
131: 563S - 703S, 2000). Las secuelas neurologicas del déficit de hierro infantil crénico y grave incluyen el bajo
rendimiento escolar, la disminucién de la capacidad cognitiva y los problemas de conducta (Beard, J., y Connor, J.,
Annu. Rev. Nutr 23: 41-58, 2003; Lozoff , B., et al., Nutr. Rev. 64. S34 - S43, 2006), la mayoria de las cuales
persisten después de la suplementacion de hierro en la dieta (Felt, B., et al., Behav Brain Res. 171: 261 - 270;
Lozoff, B., et al., Nutr. Rev. 64: S34 - S43, 2006). El cerebro tiene la tasa de metabolismo oxidativo mas alta que la
de cualquier otro érgano y requiere cantidades de hierro relativamente altas. Las deficiencias dietéticas de hierro
durante el desarrollo posnatal temprano pueden ocasionar tanto trastornos mentales como deficiencias motrices
graves que pueden persistir hasta la adultez. El proceso de mielinizacion parece ser particularmente dependiente de
la disponibilidad de hierro, especialmente durante el periodo critico de crecimiento (véase, Hulet, SW., et al., J.
Neurochem. 72: 868 - 874, 1999 para las citas).

Se han desarrollado varios suplementos dietéticos de hierro, pero tienen una eficacia limitada porque el hierro se
absorbe escasamente o el suplemento depende de las condiciones ambientales para generar un nivel constante de
hierro. El estandar de atencion en los paises desarrollados es la ingestion de 325 mg de sulfato ferroso tres veces al
dia. Esta altisima dosis de hierro es necesaria a causa de la escasa absorcion del hierro en esta forma. Sin
embargo, debido al hecho de que un régimen de dosificacion tan alto tiene como resultado molestias
gastrointestinales y una elevada tasa de incumplimiento, se mantiene la necesidad de un suplemento oral de hierro
mas eficiente y rentable para el tratamiento de los trastornos por déficit de hierro.

Tradicionalmente, se ha considerado a la transferrina como el mecanismo primario para el suministro celular de
hierro, y se ha identificado un sistema de transporte mediado por transferrina en la barrera hematoencefalica
(Jefferies W. A., et al., Nature 312: 162 - 163, 1984; Fishman J., et al., J. Neurosci. Res. 18: 299 - 304, 1987). Sin
embargo, se ha sugerido el suministro de hierro al cerebro independiente de la transferrina a partir de experimentos
con ratones hipotransferrinémicos (Malecki E. A., et al., J. Neurol. Sci. 170: 112 - 118, 1999), y puede implicar la
ferritina.

La ferritina, proteina de almacenamiento de hierro intracelular principal en muchos procariotas y eucariotas, es un
complejo grande de multiples subunidades (casi 480 kDa) que comprende 24 subunidades de polipéptido. Este
complejo de almacenamiento de hierro, que se encuentra en concentraciones elevadas en el suero, es capaz de
contener hasta 4.500 atomos de iones de hierro (F**) dentro de un ntcleo de 6xido férrico hidratado. En mamiferos,
hay dos clases de subunidades distintas, tipo pesado (H) y tipo ligero (L), con un peso molecular de
aproximadamente 21 kDa y 19 kDa, respectivamente, que comparten aproximadamente el 54% de identidad de
secuencia. Las subunidades H y L parecen tener funciones diferentes: la subunidad L potencia la estabilidad del
nucleo de hierro, mientras que la subunidad H tiene una actividad de ferroxidasa que parece ser necesaria para la
rapida absorcion de hierro ferroso. Las ferritinas ricas en H se localizan en tejidos que experimentan cambios
rapidos en la concentracion local de iones. Por ejemplo, la expresion de la subunidad H aumenta preferencialmente
con respecto a la subunidad L en células que experimentan diferenciacion, desarrollo, proliferacion y estrés
metabdlico.

El cerebro impone desafios agudizados a la adquisicion de hierro debido a las cefiidas uniones altamente
desarrolladas que se unen a las células endoteliales vecinas que conforman la microvasculatura del cerebro. Estas
uniones evitan el flujo paracelular de moléculas al cerebro. La barrera hematoencefalica resultante es un mecanismo
altamente efectivo para proteger al cerebro de sustancias potencialmente nocivas que circulan en la sangre. Una
consecuencia de tal bloqueo, sin embargo, es que los mecanismos de transporte especificos deben disefiarse para
las muchas sustancias tréficas, como el hierro, que se requieren para la funcién normal del cerebro. Ademas, los
métodos tradicionales de medida de los niveles de hemoglobina y hematocrito en muestras de sangre no se dirigen
a si el hierro esta cruzando la barrera hematoencefalica o proporciona alguna indicacién de concentraciones de
hierro en el cerebro (Beard, et al., J. Neurosci. Res. 79: 254 - 261, 2005; Malecki et al., J. Neurosci. Res. 56: 113 -
122, 1999).

Aunqgue se ha demostrado que la ferritina H suministra hierro a ratas deficientes en hierro, la restauracién de los

niveles de hemoglobina y hematocrito en animales alimentados con ferritina H en estos estudios no fue mejor que
en animales a los que se ha administrado FeSO., norma asistencial actual (Chang, Y-J., et al., Nutrition 21: 520 -
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524, 2005). Por consiguiente, se mantiene la necesidad de un método mejorado para tratar los trastornos por
deficiencia de hierro.

El documento W02009/120168 describe el uso de ferritina para tratar trastornos por deficiencia de hierro. El
documento KR20040087539 describe un método para producir ferritina heteropolimérica. EI documento WO02/
40695 describe un método para la produccion masiva de ferritina humana usando levaduras metilotréficas
recombinantes. El documento WO2007/009231 describe un sistema para la expresion de un gen de interés en
levadura. Seo et al. (2003), Applied Microbiology and Biotechnology, vol.63, no.1, pagina 57 - 63, describen una
mejor expresion y caracterizacion funcional de los genes de las cadenas H y L de la ferritina humana en
Saccharomyces cerevisiae.

Sumario de la invencion.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una levadura recombinante que comprende
una secuencia de acidos nucleicos que codifica ferritina H de mamifero o un homélogo de la misma que tiene al
menos un 80% de identidad con la ferritina H humana bajo el control del promotor transcripcional TDH3 constitutivo
de la levadura, en el que la secuencia de acidos nucleicos que codifica ferritina H de mamifero o un homadlogo de la
misma que tiene al menos un 80% de identidad con la ferritina H humana se integra en el cromosoma de levadura
en el sitio TDH3.

También se describe en el presente texto una casete de expresion de ferritina H para S. cerevisiae que expresa
ferritina H humana bajo el control del promotor transcripcional TDH3 constitutivo de la levadura.

Preferiblemente, la casete de expresion comprende un marco de lectura abierto que codifica ferritina H humana.

Preferiblemente, la casete de expresion comprende un terminador transcripcional, preferiblemente del gen CYC1 de
levadura.

Preferiblemente, la casete de expresion comprende uno o mas sitios loxP, preferiblemente dos sitios /oxP.
Preferiblemente, la casete de expresion comprende un marcador seleccionable, preferiblemente URAS.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion que comprende una
levadura recombinante de la presente invencion.

Preferiblemente, la composicion es una composicion farmacéutica.
Preferiblemente, la composicién es un alimento médico.
Preferiblemente, la composicidon es un suplemento nutricional.

Preferiblemente, las composiciones de la presente invencion comprenden uno o mas compuestos activos
adicionales. Preferiblemente, el compuesto o los compuestos activos adicionales son compuestos terapéuticamente
activos, por ejemplo en forma de un compuesto terapéutico adicional para la administraciéon conjunta con las
composiciones descritas en el presente texto.

Preferiblemente, la composicion es para administracién oral.

Preferiblemente, la composicion es para administracion al paciente en un transfundido de sangre, pulverizacion
nasal o mediante el consumo en un liquido.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una levadura recombinante o composicion de
la presente invencién para su uso en terapia.

También se describe el uso de una levadura recombinante o composicion de la presente invencion en terapia.
Preferiblemente, la terapia comprende el tratamiento de una enfermedad o trastorno.

Preferiblemente, la enfermedad o trastorno es un trastorno del hierro.

Preferiblemente, la ferritina H de mamifero es ferritina H humana o un homélogo de la misma.

El homologo tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la ferritina H humana.

También se describe en el presente texto un método para el tratamiento de un trastorno del hierro en un paciente,
que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de
ferritina-hierro.

Preferiblemente, el complejo de ferritina-hierro comprende ferritina H.
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Preferiblemente, la ferritina H es ferritina H recombinante.

Preferiblemente, la ferritina H recombinante se produce en levaduras, bacterias o baculovirus.
Preferiblemente, el trastorno del hierro es anemia ferropénica.

Preferiblemente, el trastorno del hierro esta relacionado con una deficiencia de hierro en el cerebro.
Preferiblemente, el trastorno del hierro es un trastorno neurolégico o un trastorno neurodegenerativo.

Preferiblemente, el trastorno del hierro se selecciona entre el grupo que consiste en enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, depresion, insomnio, esclerosis multiple, sindrome de piernas inquietas, trastorno por
déficit de atencion y esclerosis lateral amiotrofica.

Preferiblemente, el trastorno del hierro comprende deficiencias neuroldgicas, cognitivas, conductuales o motrices
asociadas con la deficiencia de hierro durante el desarrollo postnatal.

Preferiblemente, el trastorno del hierro es un trastorno de sobrecarga de hierro.

Preferiblemente, el complejo de ferritina de subunidades multiples tiene una capacidad de unién de hierro inferior al
100%.

Preferiblemente, el complejo de ferritina de subunidades multiples comprende ferritina H de mamifero o un homélogo
de la misma.

Preferiblemente, el trastorno del hierro se elige entre el grupo que consiste en talasemia y hemocromatosis.

Preferiblemente, el complejo ferritina-hierro o una apoferritina son administrados al paciente en una transfusion de
sangre, pulverizacion nasal o mediante el consumo en un liquido.

Se describe ademas un método para administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de hierro al cerebro, que
comprende administrar un complejo ferritina-hierro a un paciente, con lo que una cantidad terapéuticamente eficaz
de hierro se transporta a través de la barrera hematoencefalica y se suministra al cerebro.

Preferiblemente, el complejo ferritina-hierro comprende ademas un resto de direccionamiento.

Preferiblemente, el resto de direccionamiento se elige entre el grupo que consiste en un anticuerpo, aptamero,
receptor, ligando y un fragmento de unién del mismo.

Preferiblemente, el resto de direccionamiento reconoce un marcador especifico de la barrera cerebral o la barrera
hematoencefalica.. También se describe en el presente texto un método para usar ferritina H como resto de
direccionamiento, que comprende unir ferritna H a un liposoma, con lo que el liposoma se dirige al cerebro.
Preferiblemente, el paciente se selecciona entre un paciente predispuesto para el desarrollo de uno o mas trastornos
de deficiencia de hierro, un sujeto que tiene uno o mas trastornos de deficiencia de hierro pero que no presenta
ningun sintoma clinico, o un sujeto que tiene uno o mas trastornos de deficiencia de hierro y que padece los
sintomas de uno o mas trastornos de deficiencia de hierro.

Preferiblemente, el paciente es un mamifero, tal como un ser humano, un perro, un gato, una vaca, un caballo, un
cerdo, un roedor o un primate.

Preferiblemente, el paciente es un ser humano.

En el presente texto se describen métodos para tratar un trastorno de hierro en un paciente, que comprenden
administrar a un paciente necesitado de ello una cantidad terapéuticamente efectiva de un complejo de ferritina-
hierro. Se proporcionan una levadura recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica
ferritina H humana integrada en el cromosoma de la levadura y una composicién que comprende la levadura
recombinante, que pueden usarse en estos métodos. También se describen métodos para suministrar al cerebro
una cantidad terapéuticamente efectiva de hierro, que comprenden administrar un complejo ferritina-hierro a un
paciente, con lo cual se proporciona una cantidad terapéuticamente efectiva de hierro a través de la barrera
hematoencefalica y se suministra al cerebro.

Se describen ademas métodos para usar ferritina H como resto de direccionamiento, que comprenden unir ferritina
H a un liposoma, con lo que el liposoma se dirige al cerebro.

Dentro de esta memoria descriptiva, las formas de realizacion se han descrito de una manera que permite escribir
una especificacion clara y concisa, pero se pretende y se apreciara que las formas de realizacion se pueden
combinar o separar de diversas maneras sin apartarse de la invencion.

Los ejemplos de la presente invencion se describiran ahora con referencia a las figuras adjuntas.
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Breve descripcion de los dibujos.

La FIG. 1A muestra la absorcion in vivo de *°Fe a partir de la ferritiha H humana recombinante (ferritina rH) en
comparacion con la ferritina del bazo de caballo (la ferritina del bazo esta enriquecida en ferritina L) en érganos
después de 48 horas de circulacion. La ferritina rH o del bazo marcada con *Fe fue inyectada en las venas de la
cola de rata adulta y se dejé circular durante 48 horas. Se determiné la cantidad de radioactividad en 1,0 gramo de
cada 6rgano y se determiné el porcentaje total/g de peso del tejido calculando la cantidad de pCi por gramo de tejido
en comparacion con el total inyectado. Las dos estructuras cerebrales se muestran en esta misma escala para
revelar las cantidades relativas. p <0,05*. Se presenta el valor medio de 3 animales * S. E. (error estandar).

La FIG. 1B muestra la absorcién in vivo de **Fe a partir de la ferritina rH en el cerebro de la rata. Las ratas fueron
inyectadas a través de la vena de la cola con ferritina rH o del bazo marcada con 59Fe, como se describe en la
leyenda de la FIG. 1A. El porcentaje total se calculé determinando uCi en un hemisferio del cerebro/uCi total
inyectado x 100%. p < 0,005 **. Se presenta el valor medio de 3 animales + S. E.

La FIG. 2A muestra la absorcion de **Fe de ferritina rH en érganos sistémicos de ratones con déficit en ferritina H (-
/+) y ratones de tipo silvestre (+/+). Los animales recibieron cantidades iguales de ferritina rH inyectada por via
intraperitoneal. La ferritina circuld durante 48 horas. Los 6rganos mostrados (incluido el cerebro, véase la FIG. 2B)
se extirparon y se determino el porcentaje de radioactividad total para cada 6rgano basandose en 0,1 g. p < 0,05 *.

La FIG. 2B muestra la absorcion de *°Fe en cerebros de ratones deficientes en ferritina H (+/-) frente a cerebros de
ratones de tipo silvestre (+/+) suministrado por medio de ferritina rH. Estos datos provienen de los cerebros de los
ratones que se usaron para generar los datos de la FIG. 2A. El porcentaje de radioactividad en el cerebro se
determiné comparando los recuentos de desintegracion/min de *Fe obtenidos del cerebro con el pCi total inyectado.
p < 0,05*. Se muestra el valor medio para tres animales, + S. E.

La FIG. 3A muestra la absorcion de **Fe en drganos sistémicos en ratones deficientes en ferritina H (-/+) y silvestres
(+/+) suministrados a través de ferritina de bazo (enriquecida en L). Los ratones fueron inyectados por via
intraperitoneal con ferritina de bazo que contiene *Fe. Después de 48 horas, se sacrificaron los ratones y se
extrajeron los érganos. El grafico muestra el porcentaje de radioactividad total inyectada por gramo de tejido que
esta presente en cada tejido. Se presenta el valor medio de tres animales, + S.E. Ninguna de las diferencias alcanzé
significacion estadistica.

La FIG. 3B muestra la absorcion en el cerebro de **Fe en cerebros deficientes en ferritina H (+/-) frente a cerebros
ratones de tipo silvestre (+/+) suministrado a través de ferritina del bazo. Estos datos son de los ratones usados en
la FIG. 3A. La cantidad de radioactividad reportada es el porcentaje del total inyectado en los animales. Los
resultados presentan el valor medio de tres animales, + S. E. Estos datos no llegaron a mostrar significacion
estadistica.

La FIG. 4A es un grafico que muestra el flujo de ferritina rH marcada con fluoresceina a través de una monocapa de
cultivo de células endoteliales de retina bovina (BREC) desarrollada en una placa de cultivo Transwell de dos
camaras. Se muestra la velocidad de transporte de ferritina rH marcada con FITC en la camara basal durante un
periodo de 4 h. La velocidad de transporte se determiné como se describe en el Ejemplo 1. Los datos se expresan
como los valores medios de la velocidad de flujo, obtenida como la pendiente (cm/s) de las representaciones de la
fluorescencia de la camara inferior por unidad de fluorescencia de la camara superior (Bf/Tf) frente al tiempo, y el
error estandar de las medias. El transporte de ferritina rH es estadisticamente significativo en comparacién con el
control de dextrano y ferritina del bazo (p < 0,01)**.

En la figura 4B se muestra la deteccién de ferritina rH marcada con FITC en la camara inferior por fluorescencia y la
unién especifica al anticuerpo ferritina H. La presencia de ferritina H en la camara inferior demuestra que la ferritina
H realiza transcitosis a través de la capa de células BREC. Calles: 1) 10 ul de medio de la camara basal concentrado
procedente de cultivos de control (ferritina no marcada); 2) 10 ul de proteina concentrada del medio de la camara
basal de cultivos de ferritina rH marcada con FITC; 3) marcadores de peso molecular; 4) 30 yl de medio de la
camara basal concentrado a partir de cultivos de control; 5) 30 ul de proteina concentrada procedente del medio de
la camara basal de cultivos de ferritina rH marcada con FITC; 6) ferritina rH no marcada; 7) ferritina rH marcada con
FITC.

125 125

La FIG. 5A es un grafico que muestra las curvas de saturacion para “l-ferritina rH y “’I- ferritina de bazo que se
unen a los homogenados de células BREC. Este grafico ilustra que la unién de la ferritina H a las células BREC es
saturable, mientras que no hay evidencia de que la ferritina del bazo se una a las células BREC. La unién de
saturacion se realizé a 4 °C durante 2 horas. Se determind que la Kd es de 2,7 £ 0,9 nM y la Bmax es de 465,7 +
63,1 fmol/mg de proteina.

La FIG. 5B muestra curvas de saturacion para 12| ferritina rH y '2%| ferritina de bazo en microvasos aislados de
cerebros de rata. Las curvas muestran una unién saturable para la ferritina H, pero no unién a la ferritina del bazo.
LaKdes 7,9 +1,6 nMy la Bmax es 572,6 + 64,0 fmol/mg de proteina.
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La FIG. 6A es un grafico que muestra la competencia por los sitios de union de 2% ferritina rH en el homogenado
BREC por la ferritina rH no marcada, pero no por la ferritina del bazo. Este grafico muestra que la unién de la 125
ferritina rH al homogenado de BREC se inhibe competitivamente mediante concentraciones crecientes de ferritina rH
no marcada, pero no mediante ferritina del bazo.

La FIG. 6B es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de unién competitiva en microvasos de rata. Este
grafico ilustra que la unién de '25_ferritina rH puede disociarse de una manera dependiente de la concentracion
mediante ferritina rH no marcada pero no mediante ferritina de bazo no marcada.

La FIG. 7 es una transferencia Western (4 - 20% de gradiente) que muestra la expresion de la ferritina rH en
levadura recombinante. En el carril 1 es un patrén (ferritina H humana recombinante). Los carriles 2 y 4 son dos
colonias diferentes de levadura que fueron transformadas con L-ferritina humana. Los carriles 3 y 5 son dos colonias
de levadura diferentes que se transformaron con ferritina H humana. El anticuerpo utilizado en este estudio es HS-59
anti-HF (1: 40.000 durante 16 horas), que es un ratdbn monoclonal para ferritina H generosamente proporcionado por
Paolo Arosio (Brescia Italia).

La FIG. 8 es una transferencia western tefiida para hierro. Las proteinas se separaron primero por electroforesis en
gel y el gel se tifid con reactivo de Perl, una tincién histolégica estandar para hierro que se usa para demostrar el
contenido de hierro de la ferritina. Los carriles 1 y 2 son de colonias de levadura que fueron transformadas con L-
ferritina. No se observa ningun producto de reaccion para el hierro en estos carriles ya que la L-ferritina no puede
cargar hierro. Los carriles 3 y 4 son extractos proteicos de levadura que expresa ferritina H desarrollada en un medio
suplementado con hierro (Carril 3) y bajo condiciones de medio de hierro normales (Carril 4). Se us6 un patrén de
ferritina H como control (Carril 5). El carril 6 contiene marcadores de peso molecular para indicar el tamafo de la
ferritina.

La FIG. 9 muestra los resultados obtenidos usando un modelo de rata de deficiencia de hierro estandar. Los
animales en una dieta deficiente en hierro (ID: Iron Deficient)) tenian los niveles mas bajos de hemoglobina (Hb). Los
animales que recibieron levadura sin hierro (levadura sin Fe) tenian niveles de Hb similares a los animales ID. Se
observaron mejoras en los niveles de Hb en los otros tres grupos, presentandose el aumento mas rapido en la
mejora en los animales que recibieron la levadura que fue suplementada con hierro y fortificada con ferritina H
(levadura Fe + Ft).

La FIG. 10 representa los niveles de hematocrito a partir del grupo de animales ensayado en la FIG. 9. Estos datos
muestran que la levadura como vehiculo para el hierro es igualmente eficaz para corregir el hematocrito en
presencia o en ausencia de ferritina H y ambos son significativamente mejores que el estandar de norma asistencial
actual, el FeSO.. Los animales que continuaron con la dieta ID y los animales que recibieron levadura que no habia
sido suplementada con hierro no mostraron aumento en el hematocrito durante los 11 dias examinados.

La FIG. 11 muestra los resultados de un ensayo que mide la biodisponibilidad de hierro en el grupo de animales
ensayado en las Figs. 9 y 10. Estos datos muestran que la levadura suplementada con hierro fortificada con ferritina
(levadura Fe + Ft) proporciond el mayor aumento en la saturacion de transferrina (Tf), seguida por la levadura
suplementada con hierro sin ferritina (levadura no Ft). p < 0,05 para levadura Fe + Ft frente a todos los grupos
excepto levadura no Ft.

La FIG. 12 muestra el estatus del hierro de dos areas del cerebro importantes desde el punto de vista del desarrollo,
el mesencéfalo ventral y el caudado. Los animales descritos en los analisis de Hb y Hct (FIGS. 9 y 10) fueron
sacrificados a los 14 dias de edad y se determind la concentracion de hierro del cerebro medio ventral (VMB) y el
caudado. Los animales que recibieron la levadura que habia sido fortificada con ferritina H y suplementada con
hierro (levadura-Fe + Ft) tenian mas hierro en ambas regiones del cerebro que cualquier otro grupo.

La FIG. 13 representa los niveles de hierro en las regiones del cerebro del nicleo accumbens (NA) y la corteza
prefrontal (PFC). En esta figura, es evidente la especificidad regional del hierro liberado de la levadura suplementada
con hierro fortificada con ferritina (levadura-Fe + Ft). En el NA (similar al VMB y al caudado mostrado en la figura
12), el contenido de hierro es elevado en comparacién con los otros modos de suministro de hierro. En la PFC, sin
embargo, el hierro liberado de la levadura enriquecida en hierro fortificada con ferritina es similar al encontrado para
los otros grupos.

La FIG. 14A muestra la secuencia de aminoacidos de la ferritina H humana (SEQ ID NO: 1).

La FIG. 14B muestra la secuencia de cDNA de la ferritina H humana (SEQ ID NO: 2). Los codones de inicio (ATG) y
de parada (TAA) estan en negrita y los sitios de restriccion BamHI (en el extremo 5' de la secuencia) y Xhol (en el
extremo 3' de la secuencia) estan subrayados.

La FIG. 15 muestra una seccion transversal del duodeno de rata adulta que localiza receptores de ferritina H
inmunizados en vellosidades (a y c). Los nucleos estan tefiidos con DAPI (b y c). Las imagenes superpuestas se
muestran en (c).
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La FIG. 16 muestra la estructura de una casete génica para expresar ferritina H bajo el control del promotor
transcripcional TDH3 de levadura; ferritina H ORF - marco de lectura abierta que codifica ferritina H humana;
CYCtter - terminador transcripcional a partir del gen CYC1 de levadura; rectangulos rellenos - sitios loxP; URA3 -
marcador seleccionable.

La FIG. 17 muestra una transferencia Western que demuestra el efecto del sitio cromosémico de integracion sobre la
expresion de ferritina H recombinante en levadura transformada. Carril 1 - ferritina H en RLK3190; Carriles 2 y 4:
ferritina H en cepas de levadura que tienen otros sitios de integracion cromosomica del gen de ferritina H; Carril 3 -
ferritina H en RLK3177, que contiene un plasmido extracromosémico multicopia; Carril 5 - sin muestra; Carril 6 -
ferritina rH marcada con His purificada; Carril 7 - marcadores de peso molecular.

La FIG. 18 presenta datos que muestran la biodisponibilidad superior del hierro suministrado por levadura
suplementada con hierro enriquecida con ferritina. Los datos del dia 14 de los experimentos representados por las
Figuras 9 - 11 se representan para mostrar el cambio por mg de hierro consumido. A. Recuperacion de la
hemoglobina; B. recuperacion del hematocrito; C. Saturacion de transferrina; D. Comparacion del porcentaje de
saturacion de transferrina para diferentes dietas, p < 0,05**.

Descripcion detallada de la invencion.

La presente solicitud se refiere a nuevas cepas de levadura recombinante, a composiciones que comprenden la
levadura y a composiciones para tratar los trastornos por deficiencia de hierro.

En esta memoria descriptiva se han descrito las formas de realizacion de una manera que permite escribir una
memoria clara y concisa, pero se pretende y se apreciara que las formas de realizacion se pueden combinar o
separar de muchas maneras sin apartarse de la invencion.

Se describe un método superior para tratar la deficiencia de hierro y otros trastornos del hierro, que hace aumentar
la biodisponibilidad del hierro y restaura los niveles normales de hierro mas rapida y eficazmente que el FeSO,, la
actual norma asistencial.

En una forma de realizacion de la descripcion, se presenta un nuevo planteamiento dietético para aliviar la
deficiencia de hierro. Este planteamiento se origin6 en el descubrimiento por los autores de la presente invencion, de
receptores para la ferritina H en el intestino y en el cerebro, y la demostracion de que la ferritina H es la forma
preferida de captacion de hierro, en relacion con la ferritina rica en L. La secuencia del gen y la estructura de la
proteina de la ferritina H estan muy conservadas a través del reino animal. Por tanto, la aplicacion de ferritina H
como proteina de suministro de hierro no se limita a los seres humanos.

Como se usa en el presente texto, un "trastorno del hierro" incluye un trastorno o enfermedad relacionada con la
deficiencia de hierro, la absorcion de hierro y/o el metabolismo del hierro. Los ejemplos de trastornos por deficiencia
de hierro incluyen, pero sin limitarse a ellos, la anemia ferropénica (por deficiencia de hierro), como la anemia por
deficiencia de hierro causada por la ingesta dietética insuficiente o la absorcion de hierro. La anemia por deficiencia
de hierro puede estar relacionada, por ejemplo, con desnutricién, embarazo (incluido el periodo postparto),
hemorragia uterina intensa, enfermedad crénica (incluida enfermedad renal crénica), cancer, dialisis renal,
complicaciones de la cirugia de derivacion gastrica, sindrome de piernas inquietas (RLS, enfermedad de Ekbom),
esclerosis multiple, diabetes (p. ej., diabetes tipo | y tipo Il), resistencia a la insulina y trastornos por déficit de
atencion. Los trastornos relacionados con la absorcion de hierro y el metabolismo del hierro incluyen, entre otros,
sobrecarga de hierro, enfermedad de Huntington, neurodegeneracion con acumulacion cerebral de hierro (NBIA),
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, hipomielinizacién y esclerosis multiple.

En una forma de realizacién de la descripcion, el trastorno de deficiencia de hierro o anemia ferropénica se relaciona
con niveles deficientes de hierro en el cerebro, como ocurre en diversas enfermedades neurolégicas y
neurodegenerativas entre las que se incluyen la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, el sindrome
RLS, el rendimiento cognitivo subdptimo asociado con la anemia en mujeres, la depresion y el insomnio. En otra
forma de realizacion, el trastorno por deficiencia de hierro comprende déficit neuroldgico asociado con deficiencia
cerebral de hierro durante el desarrollo postnatal, que incluye hipomielinizacién y desarrollo cerebral lento como
resultado de la deficiencia de hierro en el desarrollo que conduce a un rendimiento cognitivo y discapacidades
motrices deficientes, y trastorno de hiperactividad por déficit de atencion (ADHD).

La carencia de hierro y la sintesis reducida de dopamina en el cerebro son factores importantes en los trastornos de
deficiencia de hierro tales como, por ejemplo, el RLS y la deficiencia de hierro en el desarrollo de los nifios. La
dopamina es un transmisor neuronal sintetizado en el cerebro que es esencial para la funcién apropiada del sistema
nervioso central (SNC). En la sintesis de dopamina, el hierro es un cofactor para la enzima tirosina hidroxilasa, que
es la etapa limitante de la velocidad en el metabolismo de la dopamina (Cooper et al., 1991) The Biochemical Basis
of Neuropharmacology, Oxford University Press, Nueva York, N. Y.). El hierro en el sistema dopaminérgico parece
ser un componente importante en la fisiopatologia del RLS y en los déficits conductuales en los nifios, incluido el
ADHD. Los pacientes con RLS tienen un 65% menos de ferritina en el liquido cefalorraquideo (CSF) y tres veces
mas transferrina en el CSF (proteina sanguinea de transporte de hierro), a pesar de los niveles séricos normales de
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ferritina y transferrina en suero tanto de pacientes con RLS como de controles. Las concentraciones de hierro varian
en todo el cerebro, el sitio de la sintesis de dopamina; los pacientes con RLS tienen menos hierro en la sustancia
negra y en las regiones del putamen del cerebro. En general, el grado de disminucion en los niveles de ferritina en
suero es indicativo de la gravedad de los sintomas del RLS. También existen publicaciones de niveles disminuidos
de ferritina sérica en nifios con ADHD.

La expresion "complejo de ferritina-hierro" se refiere a un complejo de proteina que comprende multiples
subunidades de ferritina y atomos de hierro. Los complejos de ferritina-hierro adecuados comprenden subunidades
de ferritina H y ferritina L de mamifero. Se han identificado las secuencias de aminoacidos de las subunidades de
ferritina H de diversas especies de mamiferos (véase, por ejemplo, Orino Koichi et al., Veterinary Biochem. 42: 7 - 11
(2005); numero de registro: 06A006486). En una forma de realizacion, la ferritina H es ferritina H humana (SEQ ID
NO: 1; véase la FIG. 14A). La ferritina H puede ser también un homologo o variante natural o sintética de la ferritina
H humana. En ciertas formas de realizacién, el homélogo de ferritina H tiene de aproximadamente 80% a
aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la ferritina H humana, tal como al menos 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de
secuencia con la ferritina H humana. El homdlogo de ferritina H conserva la capacidad de unirse al hierro y formar un
complejo de ferritina-hierro de subunidades multiples, pero puede mutarse para proporcionar diferentes fuerzas de
union y disociacion entre el hierro y la ferritina. EI complejo ferritina-hierro comprende subunidades de ferritina H,
pero también puede comprender algunas subunidades de ferritina L. En ciertas formas de realizacion, el
componente de la subunidad de ferritina del complejo comprende al menos un 20% de ferritina H en comparacion
con la ferritina L, tal como aproximadamente 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o 100% de ferritina H en
comparacion con la ferritina L. En una forma de realizacion, todas las subunidades de ferritina en el complejo
ferritina-hierro (es decir, el 100% de las subunidades de ferritina) son ferritina H. La ferritina H puede ser ferritina H
recombinante. Por ejemplo, en una forma de realizacion, la ferritina H puede ser ferritina H humana, o un homélogo
de la misma, producida en una cepa de levadura que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica la
ferritina H bajo el control de un promotor de levadura apropiado. La ferritina H producida en levadura puede
purificarse para uso terapéutico utilizando métodos estandar de purificaciéon de proteinas.

El hierro en el complejo de ferritina-hierro puede ser un atomo de hierro, o puede estar en forma de complejo que
contiene hierro. Los "complejos que contienen hierro" o los "complejos de hierro" son compuestos que contienen
hierro en el estado de oxidacion (l1) o (lll), complejado con un compuesto organico. Los complejos de hierro incluyen
complejos de hierro polimero, complejos de hierro carbohidrato y complejos de hierro aminoglicosano. Estos
complejos estan disponibles comercialmente y/o pueden sintetizarse por métodos conocidos en la técnica.

Los ejemplos de complejos de hierro carbohidrato incluyen complejos de hierro sacarido, complejos de hierro
oligosacarido y complejos de hierro polisacarido, tales como hierro carboxilmaltosa, hierro sacarosa, hierro
poliisomaltosa (hierro dextrano), hierro polimaltosa (hierro dextrina), hierro gluconato, hierro sorbital y hierro dextrano
hidrogenado, que pueden complejarse mas con otros compuestos, como sorbitol, acido citrico y acido gluconico (por
ejemplo, complejo de hierro dextrina-sorbitol- acido citrico y complejo de hierro sacarosa-acido gluconico), y mezclas
de los mismos.

Los ejemplos de complejos de hierro aminoglicosano incluyen hierro sulfato de condroitina, hierro sulfato de
dermatina, queratan sulfato de hierro, que pueden complejarse mas con otros compuestos, y mezclas de los
mismos. Los ejemplos de complejos de hierro polimero incluyen hierro acido hialurénico, complejos de hierro
proteina y mezclas de los mismos.

"Tratamiento" o "tratar", como se usa en el presente texto, se refiere a la eliminaciéon completa asi como a cualquier
reduccion medible, clinica o cuantitativamente, de la condicién para la cual esta siendo tratado el paciente o sujeto.
"Tratamiento" es una intervencion realizada con la intencidon de prevenir el desarrollo o alterar la patologia o los
sintomas de un trastorno. En consecuencia, "tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las
medidas profilacticas o preventivas. El "tratamiento" también se puede especificar como cuidados paliativos. Entre
los que necesitan tratamiento se incluyen aquellos que ya tienen uno o mas trastornos por deficiencia de hierro, asi
como aquellos en los que se debe prevenir el trastorno.

En el tratamiento de un paciente necesitado del mismo, se administra al paciente una cantidad terapéuticamente
eficaz de la presente composicion de ferritina-hierro. Como se usa en el presente texto, el término "cantidad
terapéuticamente efectiva" es una cantidad de la composicion indicada para el tratamiento que no excede de la
cantidad que puede provocar efectos adversos significativos. Los métodos para evaluar la efectividad de los
tratamientos terapéuticos son conocidos por los expertos en la técnica.

Un "paciente en necesidad de ello" o "paciente" se refiere a cualquier paciente o sujeto que podria beneficiarse del
método de tratamiento. En ciertas formas de realizacién, un paciente que lo necesita o en necesidad de ello es un
paciente predispuesto para el desarrollo de uno o mas trastornos de deficiencia de hierro, un sujeto que tiene uno o
mas trastornos de deficiencia de hierro pero que no manifiesta ningan sintoma clinico o un sujeto que tiene uno o
mas trastornos de deficiencia de hierro y que padece los sintomas de uno o mas trastornos de deficiencia de hierro.
El paciente que lo necesita puede ser un mamifero, como un ser humano, un perro, un gato, una vaca, un caballo,
un cerdo, un roedor o un primate. En una forma de realizacion, el paciente es un ser humano. En ciertas formas de
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realizacion, los métodos encuentran uso en animales de experimentacion, en aplicaciones veterinarias y de cria de
animales, y/o en el desarrollo de modelos animales para enfermedades.

Las dosis a administrar son variables de acuerdo con el periodo de tratamiento, la frecuencia de administracion, el
huésped y la naturaleza y gravedad del trastorno. La dosis puede ser determinada por un experto en la técnica sin
una cantidad de experimentacion excesiva. Las composiciones de la invencién se administran en concentraciones
de dosificacion suficientes para asegurar la liberacion en el paciente de una unidad de dosificacion suficiente del
complejo ferritina-hierro para proporcionar el tratamiento deseado del trastorno por deficiencia de hierro. La
dosificacion real administrada estara determinada por factores fisicos y fisiolégicos tales como la edad, el peso
corporal, la gravedad de la enfermedad y/o la historia clinica del paciente. Los ingredientes activos se pueden
administrar para alcanzar concentraciones plasmaticas in vivo del complejo ferritina-hierro de aproximadamente 50
MM a aproximadamente 1000 uM. Por ejemplo, los métodos pueden usar composiciones para proporcionar de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1.000 o de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal/dia del complejo de ferritina-hierro, tal como aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal/dia del complejo
ferritina-hierro. Se entendera, sin embargo, que también pueden ser adecuados niveles de dosificacion que se
desvian de los intervalos proporcionados, en el tratamiento de un trastorno dado.

Los complejos de ferritina-hierro pueden estar en cualquier forma adecuada para la administracion. Tales formas
administrables incluyen comprimidos, comprimidos tamponados, pildoras, capsulas, capsulas con recubrimiento
entérico, grageas, sellos, polvos, granulos, aerosoles, liposomas, supositorios, cremas, lociones, pomadas, parches
cutaneos, parenterales, pastillas, liquidos orales tales como suspensiones, soluciones y emulsiones (aceite en agua
0 agua en aceite), colirios y liquidos inyectables, o formas de liberacion sostenida de los mismos, y aerosoles. La
dosis deseada puede proporcionarse en varios incrementos a intervalos regulares a lo largo del dia, mediante
infusién continua, o mediante formulaciones de liberacidon sostenida, o puede presentarse como un bolo, un
electuario o una pasta.

En una forma de realizacion, se prepara una composicion o formulacion farmacéutica o nutracéutica que comprende
los complejos de ferritina-hierro, por mezcla con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. En algunos
casos, el complejo ferritina-hierro puede administrarse como una composicion que comprende complejos de ferritina-
hierro y el tampdn en el que se disolvieron las moléculas de hierro y las moléculas de ferritina para permitir la union
de hierro-ferritina (es decir, formacion de los complejos de ferritina-hierro). Sin embargo, se pueden agregar otros
productos, si se desea, para maximizar el suministro de hierro, la preservacion o para optimizar un método particular
de administracion. Ademas, la presente invencion incluye el uso de composiciones de combinacién que comprenden
los complejos ferritina-hierro como se describe en el presente texto en combinacion con otros agentes adecuados
para el tratamiento de trastornos por deficiencia de hierro.

Como se usa en el presente texto, "farmacéuticamente aceptable" significa aceptable para uso en las técnicas
farmacéutica y veterinaria, compatible con otros ingredientes de la formulacién, y no téxico o de otro modo
inaceptable de acuerdo con una relacién beneficio/riesgo razonable. Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” o
"diluyente" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos
y antifingicos, agentes isotonicos y de retardo de la absorcién, y similares, compatibles con la administracion
farmacéutica de una composicion que comprende complejos ferritina-hierro. Los ejemplos de tales vehiculos o
diluyentes incluyen, pero sin limitarse a ellos, agua, solucion salina, soluciones de Finger y solucion de dextrosa. El
volumen de la composicion farmacéutica se basa en el modo de administracion previsto y el volumen seguro para el
paciente concreto, segun determine un profesional médico.

La seleccion del vehiculo también depende del modo de administracion previsto. Las composiciones de la presente
invencion se pueden administrar mediante cualquiera de varios medios convenientes que incluyen, pero no sin
limitarse a ellos, la administracion sistémica (por ejemplo, inyeccion intravenosa, inyeccion intraparenteral,
inhalacion, administracion transdérmica, administracion oral, administracion nasal, administracion rectal) y/o
administracion local (por ejemplo, inyeccion directa en un tejido diana, suministro a un tejido mediante una canula,
administracion en un tejido diana mediante implante de un material de liberacién prolongada), administracion a un
tejido mediante una bomba, etc., por via oral, parenteral, intradsea, en el fluido cerebroespinal o similar. Otros
modos de administracion incluyen administracion bucal, sublingual, vaginal, subcutanea, intramuscular o
intradérmica.

En una realizacién, las composiciones a administrar por via oral se preparan usando sustancias que se combinan
adecuadamente con complejos de ferritina-hierro para ingestion oral. Tales sustancias incluyen, sin limitacion,
azucares tales como lactosa (hidratada, flujo rapido), glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y
almidon de patata; celulosa y sus derivados, que incluyen celulosa microcristalina, carboximetilcelulosa sodica y
acetatos de etilcelulosa y celulosa; tragacanto en polvo; dioxido de silicio coloidal; croscarmelosa sédica; malta;
gelatina; talco; acidos estearicos; estearato de magnesio; sulfato de calcio; aceites vegetales, tales como aceites de
cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de oliva y aceite de maiz; polioles tales como
propilenglicol, glicerol, sorbitol, manitol y polietilenglicol; agar; acidos alginicos; antiacidos tales como hidroxido de
aluminio o hidréxido de magnesio; tampones tales como citrato, acetato o bicarbonato de sodio; agua; soluciones
salinas isotonicas y tampodn de fosfato. También pueden estar presentes agentes humectantes, lubricantes tales

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 659 185 T3

como laurilsulfato sédico, estabilizantes, agentes de formacién de comprimidos, antioxidantes, conservantes,
agentes colorantes y aromatizantes.

Las composiciones o formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen, pero sin limitarse a ellas,
soluciones de inyeccion estériles isotdnicas acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones,
agentes bacteriostaticos o solutos que hacen que la formulacidon sea isotonica con la sangre; y suspensiones
estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Las
composiciones pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo, ampollas y
viales, y pueden almacenarse en una condicion liofilizada que requiere solamente la adicion del vehiculo liquido
estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Se pueden preparar suspensiones y
soluciones de inyeccion extemporaneas a partir de polvos, granulos o comprimidos estériles, o similares.

Las composiciones o formulaciones adecuadas para administraciéon intravenosa comprenden vehiculos tales como
solucién salina fisioldgica, agua bacteriostatica, CREMOPHOR EL™ (BASF; Parsippany, N. J.) o solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). La composicion debe ser estéril y debe ser fluida para administrarse con una jeringa.
Tales composiciones deben ser estables durante la fabricacion y el almacenamiento, y deben conservarse frente a la
contaminacion por microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un medio de dispersion
que contiene, por ejemplo, agua, poliol (tal como glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido) y otras mezclas
adecuadas compatibles. Diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol,
fenol, acido ascorbico y timerosal, pueden inhibir la contaminaciéon por microorganismos. Los agentes isoténicos
tales como azucares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol y cloruro de sodio, pueden incluirse en la
composicion. Las composiciones que pueden retrasar la absorcion incluyen agentes tales como monoestearato de
aluminio y gelatina. Los métodos de preparacion de sélidos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles incluyen secado al vacio vy liofilizacién para producir un sélido que contiene el complejo ferritina-hierro y
cualquier otro ingrediente deseado.

La administracion sistémica puede ser, por ejemplo, transmucosal o transdérmica. Para la administracion
transmucosal o transdérmica se seleccionan los agentes penetrantes que pueden permear la barrera o barreras
diana. Los agentes penetrantes transmucosales incluyen detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico.
Se pueden usar aerosoles nasales o supositorios para la administracion transmucosal. Para la administracion
transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, balsamos, geles o cremas.

Las composiciones que comprenden complejos de ferritina-hierro pueden prepararse con vehiculos que protegen a
los complejos evitando la eliminacién rapida del cuerpo, tal como una formulacion de liberacion controlada, que
incluye implantes y sistemas de administracion microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables o
biocompatibles, como etileno acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido
polilactico. Tales materiales pueden obtenerse en el mercado a partir de fuentes que incluyen, pero sin limitarse a
ellas, ALZA Corporation (Mountain View, CA) y NOVA Pharmaceuticals, Inc. (Lake Elsinore, CA), o ser preparados
por un experto en la técnica.

Las composiciones para administracion oftalmolégica se preparan en vehiculos liquidos adecuados tales como
solucién salina tamponada o fisioldgica, liposomas o aminoacidos basicos. Se pueden preparar cremas, lociones y
pomadas para aplicacion topica usando una base apropiada tal como base de triglicéridos, liposomas o aminoacidos
basicos. Tales cremas, lociones y pomadas también pueden contener un agente tensioactivo.

En un ejemplo, los complejos de ferritina-hierro se administran en forma de una cepa de levadura recombinante que
expresa ferritina H a partir de una casete de expresion de ferritina H integrada cromosémicamente. Las cepas de
levadura recombinante adecuadas para la suplementacion nutricional de hierro pueden almacenar hierro en una
forma que tiene una alta biodisponibilidad para los mamiferos, incluidos los seres humanos. La cepa de levadura
incluye aquellas cepas que cumplen con los requisitos de consumo generalmente considerado como seguro
(GRAS). Estos pueden incluir, por ejemplo, levadura de los géneros Saccharomyces y Pichia, asi como otros que
pueden usarse en procesos para producir compuestos terapéuticos. En esta forma de realizacion, el gen de
almacenamiento de hierro (p. €j. la secuencia de codificacion de ferritina H) se pone bajo el control de un promotor
de levadura apropiado en una casete de expresion de almacenamiento de hierro para producir niveles
suficientemente elevados de la proteina de almacenamiento de hierro para la levadura con el fin de servir como
vehiculo adecuado para la suplementacién de hierro. La construccion de una cepa de levadura recombinante
especifica, que expresa constitutivamente ferritina rH y proporciona niveles de hierro biodisponible significativamente
mas altos que la suplementacion dietética estandar con FeSO, o ferritina de bazo, se describe en el Ejemplo 2.

Los promotores de levadura adecuados son conocidos en la técnica e incluyen promotores que inducen un nivel
elevado de expresion constitutiva y promotores cuya expresion puede regularse mediante condiciones ambientales.
Ademas, la constitucion genética de la levadura se puede manipular ain mas para lograr una variedad de resultados
potencialmente ventajosos. Por ejemplo, la proteolisis puede manipularse para potenciar la estabilidad de la proteina
de almacenamiento de hierro o los mecanismos de transporte de hierro, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, los de
la superficie celular, la vacuola o las mitocondrias, pueden manipularse para lograr resultados deseables, tales como
alterar la concentracion de hierro en compartimentos celulares especificos. Ademas, la levadura puede alterarse de
otras maneras para manipular el nivel de hierro en la proteina de almacenamiento de hierro o en los compartimentos
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celulares. El contenido de hierro de la levadura se puede regular afiadiendo cantidades conocidas de un compuesto
de hierro al medio en el que se cultiva la levadura. Usando la levadura recombinante, la suplementacién con hierro
para seres humanos u otros animales puede lograrse por uno cualquiera de una serie de medios que incluyen, pero
sin limitarse a ellos, el consumo de la levadura recombinante como un suplemento nutricional o el consumo de
complejos ferritina-hierro purificados o aislados de la levadura recombinante. La levadura se puede cultivar
especificamente con el propodsito de suplementacion con hierro o puede ser el subproducto de otro proceso (por
ejemplo, fermentacion).

Alternativamente, o ademas, los complejos ferritina-hierro pueden comprender ferritina rH producida en otros
sistemas de expresion conocidos en la técnica, que incluyen E. coli, baculovirus y plantas y animales transgénicos.
En una forma de realizacion, los complejos de ferritina-hierro pueden formarse incubando subunidades de ferritina 'y
moléculas de hierro en un tampoén adecuado, seguido de separacion de cualquier molécula de hierro no unida de los
complejos de ferritina-hierro resultantes.

En ciertas realizaciones, el complejo ferritina-hierro comprende ademas un resto de direccionamiento, tal como un
anticuerpo, aptamero, receptor, ligando o fragmento de uniéon del mismo. El resto de direccionamiento puede
reconocer uno o mas marcadores especificos de células, de tejidos y/o de érganos, mediando asi o mejorando el
suministro a una diana o ubicacién deseada en el cuerpo. En una forma de realizacion, el complejo de ferritina-hierro
puede comprender una proteina de fusién que comprende una subunidad de ferritina, tal como ferritina H, fusionada
con un péptido diana. En oftra realizacion, el complejo de ferritina-hierro puede suministrarse o administrarse
encapsulado en un liposoma, una construccion liposémica u otra vesicula unida a la membrana tal como un glébulo
rojo fantasma. El liposoma, constructo liposomal u otra vesicula puede comprender un resto de direccionamiento, tal
como un anticuerpo o ligando especifico para una proteina o receptor de superficie celular particular (véase mas
arriba), incorporado en el liposoma o vesicula. El resto de direccionamiento puede dirigirse al complejo ferritina-
hierro, o la vesicula que comprende el complejo de ferritina-hierro, al cerebro y/o a la barrera hematoencefalica. Los
ejemplos de restos de direccionamiento adecuados incluyen transferrina, interleucina-13 (para administracion a
astrocitomas ) y lipopolisacarido (LPS).

En otro ejemplo, la propia ferritina H puede usarse para dirigirse a otros restos. Por ejemplo, la ferritina H se puede
unir a un agente biolégicamente activo para administrar ese agente al cerebro. En una realizacion, el péptido ferritina
H se fusiona a otro péptido bioldgicamente activo. Alternativamente, o ademas, la ferritina H puede conjugarse a
liposomas u otras vesiculas para administrar las vesiculas y los contenidos de vesiculas al cerebro. En otra forma de
realizacion mas, la ferritina H se puede unir a agentes tales como compuestos potenciadores del contraste para
mejorar la visualizaciéon del cerebro (por ejemplo, tractos de sustancia blanca y defectos en los mismos). De forma
similar a los agentes bioldgicamente activos, los compuestos potenciadores del contraste pueden unirse a o dentro
de la proteina ferritina H o encapsularse dentro de liposomas u otras vesiculas que se dirigen a los receptores de
ferritina H en el cerebro a través de la ferritina H conjugada con liposoma actuando como ligando del receptor.

En otro ejemplo, la ferritina H, por ejemplo en forma de una levadura o composiciéon recombinante de la presente
invencion, puede usarse para tratar trastornos relacionados con la sobrecarga de hierro o hierro en exceso. La
sobrecarga de hierro, conocida clinicamente como hemocromatosis, se asocia, por ejemplo, con un mayor riesgo de
cancer, insuficiencia cardiaca, disfuncion hepatica y diabetes. La sobrecarga de hierro en el cerebro puede
presentarse en una amplia gama de enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad de Hallovordeen-Spatz y la enfermedad de
Huntington, asi como la degeneracion macular. Debido a la importante capacidad de union del hierro de la ferritina
H, los complejos de ferritina H y/o subunidades multiples que comprenden ferritina H pueden usarse como agente
quelante del hierro. Por "complejo de ferritina de subunidades muiltiples" se entiende un complejo de proteina que
comprende multiples subunidades de ferritina y opcionalmente hierro. La ferritina H es ferritina de mamifero o un
homadlogo o variante del mismo como se definié anteriormente. Los complejos de ferritina de subunidades multiples
se pueden preparar en un entorno relativamente libre de hierro de modo que el complejo resultante esté a menos del
100% de su capacidad total de unidn con el hierro. En ciertas realizaciones, el complejo tiene una capacidad de
enlace de hierro del 50% o menos, tal como aproximadamente 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1% de capacidad
de unién de hierro. En una forma de realizacién, el complejo puede tener aproximadamente 0% de capacidad de
union con el hierro (es decir, apoferritina (ferritina libre de hierro) que tiene una capacidad de union con el hierro del
100% o proxima al 100% restante). La ferritina H se puede modificar para disminuir la probabilidad de que sea
reconocida por cualquier receptor endégeno o para aumentar la excrecion del cuerpo. Tales modificaciones estan
dentro de la experiencia de las personas que han practicado la técnica y estas modificaciones no tienen por qué
afectar a la capacidad de la proteina para unirse al hierro. Los complejos de ferritina de subunidades multiples
adecuados para uso como quelantes del hierro comprenden subunidades de ferritina H, pero también pueden
comprender algunas subunidades de ferritina L. En ciertas formas de realizacién, el complejo de ferritina de
subunidades multiples comprende al menos 20% de ferrina H en comparacion con ferritina L, tal como
aproximadamente 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100% de ferritina H en comparacién con ferritina L.

El suministro del complejo de ferritina de subunidades multiples para usar como quelante del hierro puede incluir la
misma gama de mecanismos de suministro (por ejemplo, consumo de levadura que produce ferritina, administracion
de proteina de ferritina purificada, restos de direccionamiento y/o liposomas u otras vesiculas) como se describe
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anteriormente para el suministro de complejos ferritina-hierro para tratar trastornos por deficiencia de hierro. El
complejo de ferritina de subunidades multiples puede suministrarse en el tracto gastrointestinal, dentro de las células
que recubren el tracto gastrointestinal o dentro del torrente circulatorio. Utilizando este planteamiento, se eliminaria
el hierro que de otra manera obtendria de forma apropiada acceso al cerebro u otros 6érganos de una manera no
regulada. Ademas, la quelacion del hierro de la sangre y los 6rganos sistémicos promoveria una redistribucion del
hierro dentro del cuerpo, incluyendo la liberacién de hierro del cerebro. En algunos casos, los complejos de
apoferritina o ferritina a menos del 100% de la capacidad total de unién al hierro pueden administrarse directamente
en el liquido cefalorraquideo, el cerebro o el torrente circulatorio.

La ferritina tiene la capacidad de unir no solo hierro sino también una diversidad de metales, muchos de los cuales
son toxicos para el cuerpo. Asi también se describe en el presente texto el uso de apoferritina (u otros complejos de
ferritina de subunidades multiples a menos del 100% de la capacidad de unidn total de hierro) para reducir y eliminar
metales potencialmente toxicos del sistema gastrointestinal, la sangre, el cerebro y el organismo en general.

En las transfusiones de sangre, al menos el 15% de las células se lisaran durante el proceso de infusion, liberando
hierro libre potencialmente nocivo. Las transfusiones se realizan en pacientes que necesitan glébulos rojos (RBC) y
que, por tanto, son anémicos. En el presente texto se describe un método para mezclar la apoferritina (u otros
complejos de ferritina de subunidades multiples a menos del 100% de la capacidad total de unién de hierro) con la
transfusion. Esto no solo proporciona un quelante para el hierro liberado debido a la lisis celular sino que también
sirve para que el hierro esté disponible para el cuerpo en una forma mas fisiolégica o biodisponible para el
tratamiento de la anemia.

Una poblacion de pacientes que requiere transfusiones frecuentes es la de pacientes con talasemia. Esta poblacion
eventualmente sufre dafios hepaticos debidos a la acumulacion excesiva de hierro. La ferritina H y/o los complejos
de ferritina de subunidades mtltiples que comprenden ferritina H pueden ayudar a distribuir el hierro de manera mas
efectiva en el cuerpo, limitando asi la acumulacion excesiva en el higado. Otra poblacidon que recibe frecuentes
transfusiones de sangre son los recién nacidos, en particular neonatos prematuros. Proporcionar ferritina H,
complejos de ferritina de subunidades multiples que comprenden complejos de ferritina H y/o complejos de ferritina-
hierro con el material de transfusion, mejoraria generalmente la distribucién de hierro asi como la distribucion de
hierro al cerebro.

Las subunidades de ferritina, incluyendo las subunidades de ferritina H, se pueden expresar en el cuerpo del
paciente. En esta forma de realizacion, el complejo ferritina-hierro se formaria in vivo. Estan disponibles varios
portadores de plasmidos y sistemas de reactivos de transfeccion para transfectar células ex vivo para generar
transformantes estables o células transfectadas transitoriamente para la reinfusién en el animal o paciente huésped.
Los plasmidos de expresioén adecuados estan disponibles comercialmente, como estan los reactivos de transfeccion,
muchos de los cuales son liposomas catidnicos de un tipo u otro. Para la transferencia de genes tanto in vivo como
ex vivo, tal como la terapia génica, se conocen en la técnica vectores adecuados e incluyen vectores retrovirales,
vectores adenovirales, vectores virales adenoasociados, vectores lentivirales y sistemas de electroporacion.

Otros aspectos y ventajas de la presente invencion se entenderan al hacer la consideracion de los siguientes
ejemplos ilustrativos. Los ejemplos no deben interpretarse en modo alguno como limitantes del alcance de esta
invencion.

Ejemplos.

Ejemplo 1. Absorcion y transporte de ferritina.
Métodos.

Preparacion de ferritina.

Todos los experimentos de este ejemplo usaron ferritina H humana recombinante o ferritina de bazo de caballo. La
ferritina H humana recombinante se prepard transformando células Br21 quimicamente competentes con un
plasmido de ferritina H humana recombinante. Después de cultivar las células, la proteina se purificé con una
columna de filtro de proteinas de niquel hasta una concentracion final de 2,8 mg/ml. La ferritina del bazo de caballo
se obtuvo comercialmente (Sigma), y se eligié porque contiene aproximadamente subunidades de ferritina L a H en
la proporcién 90:10.

Cultivo celular y preparacion de la monocapa de células endoteliales.

Los autores de la presente invencion utilizaron células endoteliales retinianas bovinas (BREC) como modelo in vitro
de la barrera hematoencefalica (BBB) para probar la hipotesis de que la ferritina puede transportarse a través de una
capa de células endoteliales y para comenzar a abordar el mecanismo del transporte de ferritina a través de la BBB.
Se ha demostrado que este modelo bien estudiado posee todas las caracteristicas y atributos necesarios de una
barrera hemato-neural (Antonetti D. A., et al., J. Neurochem. 80: 667 - 677, 2002). Se obtuvieron ojos de vaca de un
matadero local y las células endoteliales de la retina bovina (BREC) se aislaron y se procesaron de acuerdo con un
procedimiento publicado con anterioridad (Gardiner T. A., et al., Lab Invest. 72: 439 - 444, 1995). Los BREC se
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cultivaron en medio MCDB-131 (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) suplementado con 10% de FBS, 10 ng/ml de EGF,
0,2 mg/ml de IENDO GRO™ (VEC Technologies, Inc., Rensselaer, NY , EE.UU.), heparina 0,09 mg/ml, solucion
antibiotica/antimicotica (Gibco, Rockville, Maryland, EE. UU.) y antibidtico Tylosin (Sigma). Las células se cultivan
inicialmente en matraces hasta que alcanzan al menos 80% de confluencia. A continuaciéon, los BRECS se
tripsinizaron suavemente y crecieron hasta confluencia en filtros porosos COSTAR® TRANSWELL™ de 0,4 pm
(Corning, Acton Mass). Se afiadié fibronectina a una concentracion de 1 pg/cm? para favorecer la adherencia al filtro.
Las células se lavaron después y se escalonaron a medio MCDB-131 libre de EGF y libre de suero, suplementado
con 100 nm hidrocortisona durante 72 horas. La adicién de hidrocortisona a estos cultivos celulares promovio la
formacion de uniones estrechas.

Transporte de ferritina en el modelo BBB.

Se adquirié transferrina purificada previamente y se resuspendié hasta una concentracion final de 2,5 mg/ml. Se
marcaron aproximadamente 250 pg de ferritina H humana recombinante, ferritina de bazo de caballo (Sigma) y
transferrina con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Pierce Biotechnology) en tampdn de carbonato/bicarbonato
100 mM, pH 9,0. La eliminacién del exceso de FITC hidrolizado se logré mediante la pasada a través de una
columna de desalacién G-25 de 5 ml. La ferritina H conjugada con FITC, la ferritina del bazo y la transferrina se
concentraron, y el tampon se intercambié con PBS en un concentrador CENTRIPREP® (Amicon, Inc., 10.000
MWCO). La transferrina se incluyd como control de transporte positivo en el modelo BREC (Burdo J. R,, et al.,
Neuroscience 121: 883 - 890, 2003).

La velocidad de flujo a través de una monocapa de BREC confluente se determind como se describié con
anterioridad en Burdo et al., 2003, con algunas modificaciones usando la ecuacion: (Bf / Tj) * (Vb / A) = (Flux) * t. En
forma resumida, los BREC se cultivaron hasta la confluencia en un aparato Transwell antes de afadir 140 ug de
ferritina rH marcada con FITC, ferritina de bazo o transferrina, a la camara superior (apical). El transporte del
trazador se determina tomando muestras de partes alicuotas de 100 ul de la camara inferior (basal) recogidas en
varios tiempos (15, 30, 45, 60, 120, 180 y 240 min) después de la adicién del trazador a la camara apical. Las partes
alicuotas de la camara basal se analizan después para determinar la fluorescencia en un espectroflubmetro
(SPECTRAMAX® GEMINI, Molecular Devices). La velocidad de flujo se obtiene como la pendiente (cm/s) de las
representaciones de la fluorescencia de la camara inferior por unidad de cantidad de fluorescencia de la camara
superior (Bf/Tf) frente al tiempo (). Aqui, Bf, indicativo de la cantidad de trazador transportado a través de la
monocapa, se normaliza respecto al volumen de la camara basal (Vb) y también a la superficie disponible para el
transporte (A). La concentracion de Tf en la camara superior no cambia significativamente a lo largo de las 4 horas
en que se realiza el experimento, y por tanto se considera constante para calcular el flujo. La cantidad de
fluorescencia en la camara superior se obtiene a partir de una alicuota de 100 ml al final del ensayo de transporte (4
h).

Como control para el flujo paracelular, se afiadié dextrano RITC (70 kDa) simultaneamente a la camara apical como
control. El dextrano no se absorbe a un nivel apreciable por las células endoteliales (Raub T. J., et al., J. Cell
Physiol., 149: 141 - 151, 1991). Por lo tanto, cualquier acumulacién de dextrano en la camara basal se deberia al
transporte paracelular. Ninguna de las condiciones afectd a la velocidad de flujo de dextrano, que fue minima en
cada condicion.

También se us6 un sistema quimioluminiscente para detectar inmunolégicamente la ferritina rH marcada con FITC
en la camara basal. El medio basal se recogio y se concentré desde 1,5 ml hasta 100 pl usando un concentrador
Centriprep. El medio concentrado se sometié a SDS-PAGE y se obtuvieron imagenes del gel bajo fluorescencia a
462 nm. A continuacidon, las proteinas se transfiieron a una membrana y se realizd un analisis de
inmunotransferencia con un anticuerpo contra ferritina rH. Estos experimentos demostraron que el FITC estaba
asociado con ferritina rH, como se muestra en la Figura 4B.

Determinacion del mecanismo de transporte.

Para determinar si la pinocitosis contribuia significativamente al transporte de ferritina, se afiadieron 50 pug/ml de
filipina a las camaras apicales del aparato transwell durante 30 minutos antes de afiadir la ferritina y el dextrano. Se
ha demostrado que la adicién de filipina inhibe la accién del transporte no especifico por medio de la pinocitosis
(Stremmel W, et al., Lipids 36: 981 - 989, 2001). Para determinar si la absorcion de ferritina H se produce a través de
endocitosis dependiente de clatrina, los estudios se realizaron en medio deficiente en potasio (NaCl 100 mM/HEPES
50 mM). Las células se incubaron en medio deficiente en potasio durante 10 minutos antes de la adicion de ferritina.
La deplecion de potasio intracelular inhibe los procesos endocitéticos mediados por receptores que ocurren a través
de hoyos recubiertos de clatrina. Estos ultimos experimentos solo se pudieron realizar durante una hora antes de
que la deplecién de potasio alterara la integridad de las uniones de célula a célula como se indica por un aumento en
el transporte de dextrano. Cada condicién de tratamiento (o estandar) se realizé un minimo de seis veces. A lo largo
de los experimentos, los cultivos se evaluaron visualmente para asegurar que los tratamientos experimentales y las
manipulaciones no afectaban a la viabilidad celular. Al igual que en los experimentos de referencia, el dextrano RITC
se incluyd como un indicador de la integridad de las uniones estrechas. Las diferencias entre los medios para FITC
ferritina rH bajo las diferentes condiciones se analizaron usando un andlisis de varianza de una via. Para las
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mediciones con medios significativamente diferentes, se realizd una comparacién post hoc de Bonferroni para
analizar las diferencias por pares. El nivel de significacion se establecio en p < 0,05.

Experimentos de unién.

Los experimentos de union en homogenados de células BREC se realizaron por duplicado en el cuarto pase de las
células BREC usando '®| ferritina H humana recombinante o ferritina de bazo de caballo. La actividad especifica
para ambas fue de aproximadamente 340.000 cpm/pmol. Para establecer la union total especifica y no especifica,
se afiadio un intervalo de concentraciones de '?I-ferritina H con o sin un exceso molar de 1000 veces de ferritina rH
no marcada, a 100 mg de proteina total del homogenado de células BREC. El tampo6n de unidn consistia en Tris-HCI
50 mM (pH 7,4), BSA al 0,1%. Las incubaciones se llevaron a cabo a 22 °C durante 2 h. La unién se termino
mediante la adicion de 3 ml de Tris-HCI 50 mM enfriado con hielo. Utilizando un recolector de células, la
radiactividad unida se aislé mediante filtracion rapida y lavado sobre filtros de fibra de vidrio Whatman C, que fueron
previamente recubiertos con 5% de leche en polvo sin grasa y 0,1 mg/ml de ferritina de bazo de caballo.

Se realizaron ensayos de uniéon competitiva de equilibrio, en los que la concentracion creciente de ferritina H no
marcada se incubé con 25 mg de proteina de homogenado BREC a 22°C con '®|-ferritina rH 0,4 nM durante 120
minutos en el mismo tampdn de unién descrito anteriormente. La terminacion de la unién, el aislamiento de las
membranas y los calculos de unién especifica se realizaron como se describié anteriormente.

Microvasculatura de cerebro de rata.

Se usaron seis ratas macho adultas para cada preparacion de microvasos. Las ratas se anestesiaron con una dosis
letal de pentobarbital sédico (100 mg/kg de peso corporal) y luego se decapitaron. El cerebro se estirpd y se coloco
en una placa Petri en hielo. Se retiraron el cerebelo y las meninges y se afadieron 5 volimenes de tampdn
microvascular (1x MVB, 1x sal, 1x HEPES, 0,5% BSA y glucosa 5 mM) con inhibidores de proteasa. Los cerebros se
homogeneizaron suavemente con 20 golpes usando un homogeneizador de vidrio-teflon (0,25 mm de separacion) y
el homogenado se centrifugd a 1000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desechd y el sedimento se
resuspendié en 5 volumenes de dextrano al 17% (relacion 1:1 de 1x sal y HEPES 1x con dextrano) seguido por
agitacion vorticial y luego centrifugacion a 3000 x g a 4 °C. Los microvasos se recogieron de la pared del tubo y se
resuspendieron en 20 ml de tampén MVB 1x. Los microvasos se filtraron a través de una malla de 120 ym. A
continuacion, el preparado de microvasos se purific6 mas intensamente por adherencia a perlas de vidrio (Sigma)
soportadas en una malla de 40 um. Las perlas se lavaron con tampén al que se habia afadido inhibidores de
proteasa. Las perlas se aclararon en 5 ml de MVB y luego los microvasos se sedimentaron por centrifugacion a 1000
x g a 4 °C durante 15 minutos. Los microvasos se resuspendieron en 1 ml de coctel HES+ (10 um de HEPES, 1 mM
de EDTA, 250 mM de sacarosa, pH 7,4 e inhibidor de proteasa) (Sigma) y se determiné la concentracion total de
proteina. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Union de ferritina a los microvasos.

La suspension de union consistié en Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), BSA al 0,1% y 20 mg de preparacion de proteina de
membrana con o sin la adicion de 1 mM de ferritina rH no marcada en un volumen final de 250 ul. La unién se
terminé mediante la adicion de 3 ml de Tris-HCI 50 mM enfriado en hielo. La radioactividad unida se aislé mediante
filtracion rapida sobre filtros Whatman de fibra de vidrio C que habian sido recubiertos con anterioridad en una
solucion de leche desnatada en polvo al 5% (Blotto) con 0,1 mg/ml de ferritina de bazo. Esta combinacion se
determind empiricamente para reducir la unién no especifica de la proteina radiomarcada a los filtros al 1 - 3% de los
recuentos totales anadidos. Los filtros se lavaron 5 veces con 3 ml de Tris 50 mM enfriado en hielo que contenia
NaCl 200 mM. Los filtros se contaron en un contador gamma automatico MICROMEDIC 4/200 plus. La union
especifica se calculd restando la unién en presencia de un exceso de ferritina rH no marcada (union no especifica)
de la unién sin exceso de ferritina rH no marcada presente (union total).

Analisis de saturacion.

Cada experimento de unién se llevé a cabo por duplicado. Se afiadieron concentraciones crecientes de 125 _ferritina
rH a suspensiones de unién que consisten en el mismo tampdn de unién descrito anteriormente con 20 mg de
preparado de proteina de membrana con o sin la adicién de 1 um de ferritina rH no marcada en un volumen final de
250 pl. Después de una incubacion de 120 minutos a 22°C, la union se termind y se calcularon la unién total, la
inespecifica y la especifica como se describié anteriormente.

Ensayos de competicion.

Se incubaron concentraciones crecientes de competidores no marcados (ferritina rH y ferritina del bazo) durante 60
minutos a 22 °C con 100 mg de proteina de membrana en presencia de 0,4 nM de '2%|_ferritina rH en el mismo
tampon de union descrito anteriormente. La unién, la terminacion de la unién, el aislamiento de membranas y los
calculos de unién especifica se realizaron como se describié anteriormente. Los experimentos de competiciéon se
realizaron por duplicado.

Estudios de absorcion in vivo.
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Se incubaron ferritina rH o ferritina de bazo (1,2 mg) en 40 pl de aC|do nitrilotriacético 1 mM (pH 6,0), 0,5 ul de
sulfato ferroso aménico, 2 pl de bicarbonato sédico 0,5 M y 40 pCi de **FeCl durante 4 horas a 37 °C. Después de la
|ncubaC|on la ferritina se dializé en un cartucho de 10.000 MW en 1x PBS durante 24 horas para eliminar cualquier
p03|ble °Fe no unido. La actividad especifica fue de 0,04 uCi/g para ferritina rH y 0,08 pCi/g para ferritina de bazo.
Se inyect6 proteina radiomarcada (3,4 pug/gramo de peso) (n = 3) en la vena de la cola de ratas Sprague-Dawley
hembras (aproximadamente 350 g de peso corporal). Después de 48 horas, las ratas se decapitaron y los érganos
se extrajeron inmediatamente. Cada érgano se disecciond y se aclaré minuciosamente en PBS 0,1 M. Para el
enceéfalo, el cerebro se separd del cerebelo y se dividié en dos, y las meninges se disecaron nitidamente del cerebro.
Se us6 un gramo de tejido (peso himedo) de cada érgano para determinar la absorcion de hierro.

Los ratones con deficiencia de ferritina H se evaluaron como modelo experimental para determinar si el manejo del
hierro potencialmente comprometido en un érgano podria influir en el suministro de hierro a la ferritina. Se usé un
planteamiento similar para investigar la absorcion de ferritina en ratones testigo y en ratones deficientes en ferritina,
como se describié anteriormente para las ratas, excepto que los ratones fueron inyectados por via intraperitoneal. La
actividad especifica para la ferritina rH fue de 0,06 pCi/g y para la ferritina del bazo fue de 0,31 pCi/g. Se inyecté
ferritina y se dejo circular en el torrente circulatorio durante 48 horas hasta que se sacrificaron los ratones y se
extrajeron los érganos.

La cantidad de radioactividad de cada d6rgano se determind en un sistema well-counter analizador de canal Unico
basado en yoduro sodico (Nal) (Canberra Industries Inc.) durante un minuto. Los recuentos gamma/min (cpm) se
restaron de los recuentos de base, se dividieron por la eficacia del contador, y luego se dividieron por los recuentos
de desintegraciones/min para calcular puCi. Para calcular el porcentaje total, el uCi del 6rgano se dividié entre el uCi
total inyectado y luego se multiplicé por el 100%.

Resultados.

La absorcion in v1vo de hierro unido a la ferritina se examiné mediante la inyeccion de ferritina rH o de ferritina de
bazo que contenia *°Fe radiomarcado, en la vena de la cola de ratas adultas. La absorcién de hierro por la ferritina
rH fue significativamente mayor que la absorC|on de hierro de la ferritina del bazo en el cerebro, corazén, rifidn,
musculo y pulmén (FIG. 1A) La cantidad de *°Fe fue dos veces mayor en el cerebro cuando se presento6 unido a la
ferritina rH en comparacion con la ferritina del bazo (p < 0,005) (FIG 1B). Solo el higado tuvo una absorcién de hierro
significativamente mayor de la ferritina del bazo en comparacion con la ferritina rH (p < 0,05).

Para determinar la influencia de las posibles alteraciones de la capacidad de almacenamiento de hierro en varios
6rganos sobre el suministro de hlerro de ferritina rH y de bazo a varios 6rganos, los autores de la presente invencion
investigaron la absorcion de *Fe de estas proteinas en una linea de ratones que es deficiente en ferritina H
(Thompson K. J. , Fried M. G., Zheng Y., Boyer P., Connor J. R. J Cell Sci. 115: 2165 - 2177, 2002). El suministro de
hierro por ferritina rH disminuyc') en el bazo, el pulmc')n y el musculo (p < 0,05) en los ratones comprometidos con
ferritina H en comparacion con los testigos de la camada (FIG 2A). Se observé un hallazgo similar en el cerebro
(FIG. 2B). La absorcion de ferritina de bazo no se alter6 en ningdn érgano en los ratones comprometidos de
almacenamiento de hierro (FIGs 3A'y 3B).

Aunque la ferritina sérica podria tener acceso no restringido a érganos sistémicos, para suministrar hierro al cerebro
debe cruzar una barrera de células endoteliales (la BBB). Para investigar si se produce la transcitosis de ferritina, los
autores utilizaron un modelo de cultivo celular de la BBB. La ferritina H, pero no la ferritina de bazo, se transporté a
través de la monocapa de células BREC en cantidades significativas (FIG. 4A). La tasa de ferritina H marcada con
FITC que fue transportada a través de la monocapa de BREC fue cinco veces mayor que el dextrano marcado con
RITC (p < 0,001). La velocidad de transporte de la ferritina de bazo fue similar al nivel observado en el control con
dextrano. Para determinar el mecanismo por el que la ferritina H es transcitosada, se realizaron los ensayos de
transporte en un medio libre de potasio para bloquear la formacion de vesiculas recubiertas de clatrina. La ausencia
de formacion de revestimiento de clatrina se asocié con una disminucion del 80% (p < 0,001) en la tasa de
transporte de ferritina H. Por el contrario, el pretratamiento con filipina de los BRECs, para bloquear la pinocitosis, no
tuvo el resultado de una disminucién significativa de la velocidad. Se incluyd un control de dextrano en cada
condicién experimental y la tasa no cambio de la que se muestra en la grafica para la condicion no tratada (datos no
mostrados). El transporte de transferrina se incluyd como control positivo y se detectdé como se informo
anteriormente (Burdo J. R., Antonetti D. A., Wolpert E. B., Connor J. R. Neuroscience 121: 883 - 890, 2003). Las
actividades especificas de la transferrina y la ferritina marcadas fluorescentemente fueron diferentes, por lo que no
se pueden sacar conclusiones acerca de las tasas relativas de transporte para estas dos proteinas.

Para evaluar con mas detalle el mecanismo de suministro de hierro al cerebro a través de ferritina, se realizaron
estudios de unién para determinar si el transporte de ferritina en el modelo BREC estaba mediado por receptor.
Ademas, para extender la evaluacion de la union de ferritina a un sistema in vivo, se aislé la microvasculatura del
cerebro de rata (RBMV). La unién de ferritina a BREC y RBMV se realiz6 utilizando un experimento de saturacion,
asi como un experimento de competicion. Los valores de Kd y Bmax se obtuvieron usando regresion no lineal en
GRAPHPAD PRISM™ 4.0 (GraphPad Software, Inc.).
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Diversas concentraciones (1, 2, 3, 5, 7 y 10 nM) de ferritina marcada con | (ferritina rH o ferritina de bazo) se
incubaron con 100 mg de tejido (BREC o RBMV). La unidn total y la no especifica (en presencia de 1000 nM de
ferritina no marcada) se obtuvo realizando el ensayo en filtros Whatman. Para obtener Kd y Bmax a partir de dicho
ensayo de unién, se realiz6 una regresion global no lineal para la unién a un sitio. En este método, tanto la unién
total como la no especifica se representaron frente a la concentracion de ferritina marcada. Los graficos resultantes
se ajustaron a las ecuaciones: No especifico = NS * X y Total = Especifico + No especifico, donde, Especifico =
Bmax * X / (Kd + X). En el planteamiento global, la unién especifica no se deriva de los datos de union total y no
especifica. En cambio, los valores de Kd y Bmax se obtienen compartiendo la constante de unién no especifica (NS)
entre los dos conjuntos de datos (total y no especifica). Los datos de este analisis de regresion se muestran en las
Figs. 5A y 5B. Solo la ferritina rH tiene una unién saturable significativa con los BREC o los RBMV. La Kd y Bmax
para los RBMV son 7,9 + 1,6 nM y 572,6 + 64,0 fmol/mg de proteina, respectivamente. Para las BREC, la Kd es de
2,7+ 0,9nMy la Bmax es de 465,7 + 63,1 fmol/mg de proteina. El valor R2 para el ajuste de la curva es > 0,8 tanto
para BRECs como para RBMVs.

Se incubaron diversas concentraciones de ferritina no marcada (0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100; 300 y 1000 nM) con
100 ug de BRECs o tejido de RBMV junto con 0,4 nM de ferritina radiomarcada. La union total se obtuvo realizando
el ensayo en filtros Whatman. Se representd a continuacion la union total (fmol/mg de proteina) frente a log
[concentracion (nM)]. Estas representaciones se ajustaron a la ecuacion de competicion de un sitio: Total = Inferior +
(Superior - Inferior) / (1 + 10 (X - logECsg)). Estos datos se muestran en las FIGs. 6A y 6B e indican que la ferritina
rH, pero no la ferritina del bazo, puede competir efectivamente por los sitios de unién. La determinacion de Kd y
Bmax a partir de las curvas de competencia para la BREC tuvo por resultado una Kd de 2,0 nM y Bmax de 235,1
fmol/mg de proteina. Los valores correspondientes para RBMVs son Kd = 3,4 nM y Bmax = 304,6 fmol/mg de
proteina. El valor de R2 para el ajuste es > 0,95 tanto para BRECs como para RBMVs. Los dos métodos utilizados
para calcular los datos no difirieron significativamente.

Se ha identificado un receptor especifico para ferritina H, Tim-2, que se ha encontrado en el cerebro, el higado, €l
rifdn y las células inmunes (Todorich, et. al., J. Neurochem 107: 1495 - 1505, 2008; Chen, et al., J. Exp. Med. 202:
955 - 965, 2005; Chakravarti et al., J. Exp. Med. 202: 437- 444, 2005). Para determinar si este receptor también esta
presente en el intestino, se utilizé un anticuerpo especifico para el receptor de ferritina H para localizar el receptor de
ferritina H en el intestino de la rata. El duodeno de rata hembra adulta fue congelado y se prepararon secciones de
10 ym de espesor para inmunocitoquimica. Las secciones se incubaron con anticuerpo primario (anti-Tim-2 de
conejo) durante la noche a 4 °C. Las secciones se lavaron, y se incubaron con anticuerpo secundario IgG marcado
con FITC a temperatura ambiente durante una hora. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI. Las secciones se
examinaron con un microscopio de fluorescencia. La FIG. 15 es una fotoimagen que muestra los nucleos celulares
(a), receptores de ferritina H (b) y doble tincién en el duodeno de rata (c). Los receptores de ferritina H estan
presentes en las vellosidades intestinales, que participan en la absorcion mediada por receptor, demostrando que la
ferritina H puede absorberse intacta del intestino.

Discusion.

Los resultados de estos estudios revelan que la ferritina puede suministrar hierro a multiples érganos, incluyendo el
intestino y el cerebro. Ademas, la cantidad de hierro administrado por la ferritina mejora cuando el hierro se
administra a través de ferritina H en vez de ferritina L para la mayoria de los érganos, excepto el higado. La cantidad
de hierro de ferritina H absorbida por las células se puede alterar cuando se compromete la capacidad de
almacenamiento de hierro, como se demuestra en ratones deficientes en ferritina H, mientras que el suministro de
hierro por ferritina L no se ve afectado significativamente en este modelo. Estos resultados sugieren un sistema de
retroalimentacién para ferritina H. Por lo tanto, se ha identificado un nuevo sistema de transporte para el suministro
de hierro al cerebro y uno que podria ser altamente significativo dada la cantidad de hierro (hasta 4500 atomos de
Fe) que puede alojarse en una sola molécula de ferritina en comparacion con la transferrina (un maximo de dos
atomos de Fe). La identificacion de un sistema de suministro de hierro al cerebro no dependiente de la transferrina
es consistente con los informes previos de los autores de la presente invencidn que muestran el suministro de hierro
al cerebro en ausencia de transferrina sérica (Malecki, et al., J Neurosci Res. 56: 113 - 122, 1999).

En el cerebro, ademas de unirse a un receptor, la ferritina debe experimentar transcitosis a través de la BBB. Los
autores de la presente invencion demostraron que la ferritina se puede transportar a través de un modelo de cultivo
celular de la BBB. El transporte de ferritina en este modelo de cultivo celular es dependiente de la clatrina y mediada
por receptor y favorece intensamente a la ferritina H. La preferencia por la union a ferritina H es consistente con los
datos de transporte. La unién de la ferritina también se demostrd en la microvasculatura del cerebro de rata y esta
union, similar al modelo de cultivo celular, también favorecié fuertemente a la subunidad H. Los datos de unién y
transporte son consistentes con los datos de absorcién de hierro que revelaron un aumento en el suministro al
cerebro si el hierro estaba asociado con ferritina H, en relacién con la ferritina del bazo (rica en L).

La fuente de ferritina que une los receptores en la BBB y otros 6rganos es presumiblemente suero. La presencia de
ferritina en el suero esta bien establecida, pero tradicionalmente la ferritina sérica se considera predominantemente
ferritina L. La fuente de esta ferritina sérica rica en L es principalmente de macréfagos lisados (McGowan S. E., et
al., J. Lab. Clin. Med. 111: 611 - 617, 1988). Sin embargo, sorprendentemente los autores han demostrado que la
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union de la ferritina a los receptores, el transporte de la ferritina y el suministro de hierro al cerebro favorecen
intensamente a la ferritina rica en H.

Ejemplo 2.
Administracion dietética de ferritina H.

Los autores de la presente invencién han ideado un mecanismo para administrar ferritina rH como un suplemento
dietético utilizando levadura recombinante en la que el gen de la ferritina H se integra en el genoma de la levadura.
Inicialmente, la levadura se transformé para expresar el gen de la ferritina H humana, que puede traducirse en la
proteina ferritina H. La inmunotransferencia que se muestra en la FIG. 7 indica que la proteina ferritina rH es
producida por la levadura y que el anticuerpo ferritina H no presenta reaccion cruzada con la ferritina L. Se realizé un
estudio acerca de los efectos de la concentracion de hierro en el medio de cultivo sobre el contenido de hierro de la
ferritina rH en la levadura transformada. Las levaduras se cultivaron en medio YEPD que contenia cantidades
estandar de hierro y en medio suplementado con hierro (YEPD mas FeSO4 6 mM). Los resultados se muestran en la
FIG. 8. La levadura recombinante para la muestra en el carril 3 de la FIG. 8 se cultivd en un medio rico en hierro,
mientras que la levadura para la muestra en el carril 4 se cultivd en condiciones estandar de hierro. La ferritina de la
levadura cultivada en un medio rico en hierro parece contener 2-3 veces mas hierro que la levadura cultivada en
medio estandar.

Métodos.
Construccion de la levadura recombinante.

Se gener6 mediante PCR una casete de expresion de ferritina H para S. cerevisiae, que se muestra en la FIG. 16,
que expresa ferritina H humana bajo el control del promotor transcripcional TDH3 constitutivo de la levadura a partir
del plasmido RLK/pL5659, que se derivd de pAG426GPD-ccdB (AddGene, Cambridge, MA), insertando la secuencia
de codificacion de la ferritina H y el gen URAS3. El producto de la PCR fue transformado en la cepa de levadura
BY4741 y se dejo integrar en el cromosoma de la levadura usando métodos estandar, por ejemplo como se describe
en Hinnen et al.,, PNAS USA 75: 1929 - 1933, 1978. Los transformantes de levadura que contienen la casete de
expresion fueron recuperados mediante un marcador seleccionable, y se prepararon lisados de levadura
transformada en Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM usando perlas de vidrio. Veinticinco ug de proteina total,
determinada por el ensayo de proteina DC (Bio-Rad), se fraccionaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a un
filtro de nitrocelulosa. La transferencia se sondé con anticuerpo policlonal ferritina H diluido 1: 2000 (Covance PA
1192). El anticuerpo secundario fue IgG anti-conejo diluida 1: 5000 (GE Amersham) y la sefial se detecté usando
Western Lightning-ECL (Perkin Elmer). Los resultados, mostrados en la FIG. 17, indican que la cantidad de
expresion de ferritina H recombinante depende del sitio de integracion cromosomica. La cepa recombinante
RLK3190, que contiene una casete de expresion de ferritina H integrada cromosomicamente, expreso
inesperadamente niveles de ferritina H humana drasticamente mas altos en comparacién con otros sitios
cromosomicos de integracion. Este nivel coincide o excede la cantidad de ferritina H producida por la cepa RLK3177,
que contiene un plasmido extracromosémico que lleva multiples copias de la casete de expresion de ferritina H. En
RLK3190, la casete de expresion integrada en la ubicacion cromosémica de TDH3 mediante recombinacion
homodloga se basa en la homologia entre el promotor TDH3 en la casete de expresion y el gen cromosémico. Esta
casete y otras pueden disefarse facilimente para su insercion en este sitio usando técnicas estandar en este campo.

La casete de expresion en la cepa RLK3190 produce constitutivamente ferritina H humana a niveles elevados
cuando se integra en el locus TDH3 en el cromosoma de levadura. Cuando los transformantes de levadura se
cultivan en un medio rico en hierro (por ejemplo, FeSO4 6 mM), alcanzan un contenido de hierro celular de al menos
50.000 ppm de peso de células secas, una concentracion suficientemente alta para la eficacia terapéutica.

Estudios de alimentacion.

Utilizando un modelo animal preclinico de deficiencia de hierro estandar, los presentes autores han demostrado que
la levadura suplementada con hierro que expresa ferritina es superior al planteamiento estandar de administracion
de sulfato ferroso para tratar la deficiencia de hierro.

Se realizaron ensayos de alimentacion en ratas usando un modelo de rata bien establecido. El estudio fue disefiado
para comparar directamente la eficacia de la levadura enriquecida en ferritina con el estandar para la reposicion de
hierro: sulfato ferroso. Ratas de 20 dias de edad fueron alojadas 1 por jaula y alimentadas con una dieta deficiente
en hierro (ID, 3 ppm de hierro). Todas las ratas recibieron alimentos y agua destilada desionizada ad libitum en una
sala a temperatura (23 £ 2 °C) y humedad (40%) controladas, mantenida en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h:12 h
(las luces se encienden desde las 6:00 de la mafiana hasta las 6:00 de la tarde). La dieta ID se preparo siguiendo la
receta de la dieta del American Institute of Nutrition (Instituto Americano de+ Nutricion (AIN) - 93G, con almidén de
maiz como Uunica fuente de hidratos de carbono. Los niveles de hierro de la dieta se verificaron usando
espectrofotometria de absorcion atémica después de la digestién humeda con acido nitrico.
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Se recogi6 un total de 50 pl de sangre de cada rata cada 3-4 dias después de comenzar la dieta de ID para controlar
los niveles de hematocrito y hemoglobina. Después de 23 dias de alimentacion con una dieta deficiente en hierro
(dia 43 postnatal), los niveles medios de hemoglobina y hematocrito fueron 5,47 + 0,24 y 21,67 + 0,3%,
respectivamente. Las ratas se dividieron aleatoriamente en 3 grupos (n = 4/grupo).

Cada dieta fue preparada con la dieta ID (3 ppm de hierro) como dieta base. La levadura suplementada con hierro
(que no expresa ferritina) o el sulfato de hierro se agregaron a la dieta ID a 50 ppm para hacer las dietas de control o
testigo. Las ratas fueron alimentadas con las dietas asignadas ad libitum, y los niveles de hemoglobina y hematocrito
se midieron nuevamente cada 3-4 dias hasta el dia 61 postnatal (un total de 17 dias). La ingesta de alimentos se
midio durante todo el periodo de alimentacion y no fue diferente entre los grupos. Las ratas se sacrificaron a P61 y
se determinaron las medidas de hematologia y del cerebro.

Los resultados se muestran en la FIG. 9. Los animales que continuaron en la dieta ID tenian los niveles mas bajos
de hemoglobina (Hb). Los animales que recibieron la levadura sin hierro tenian niveles de Hb similares a los
animales ID. Se observaron mejoras en los niveles de Hb en los otros tres grupos, teniendo lugar el aumento mas
rapido de la mejora en los animales que recibieron la levadura que se suplementé con hierro y se fortificod con
ferritina. Incluso los animales que recibieron levadura suplementada con hierro sin ferritina mostraron una mejora
mayor en los niveles de Hb que el grupo de FeSO..

Los niveles de hematocrito se controlaron también en el mismo grupo de animales. Estos datos se muestran en la
FIG. 10. Estos datos indican que la levadura como vehiculo para el hierro es igualmente eficaz para corregir el
hematocrito en presencia o en ausencia de ferritina H y que ambos son significativamente mejores que la opcion del
tratamiento actual estandar, FeSO,4. Los animales que continuaron en la dieta ID y los animales que recibieron
levadura que no habia sido suplementada con hierro no mostraron aumento en el hematocrito durante los 17 dias
examinados.

Un andlisis importante que muestra la capacidad del cuerpo para movilizar el hierro, indirectamente una medida de
la biodisponibilidad de hierro, es el andlisis de los niveles de saturaciéon de transferrina. La transferrina es la principal
proteina de movilizacién de hierro y se encuentra en el suero en altas concentraciones. La saturacion de transferrina
fluctia desde una altura normal del 30% a menos del 10% en condiciones de anemia. El analisis de la saturacion de
transferrina en el modelo animal que usaron los autores para evaluar la eficacia de la levadura suplementada con
hierro fortificada con ferritina, se muestra en la FIG. 11. Estos datos indican que la levadura suplementada con hierro
fortificada con ferritina tuvo por resultado el mayor incremento en la saturaciéon de transferrina (Tf), seguido de la
levadura suplementada con hierro sin ferritina. Este estudio demuestra una vez mas la superioridad de la levadura
que expresa ferritina como vehiculo de suministro de hierro en comparacion con el FeSO4 en la dieta. Los animales
mantenidos con la dieta ID o alimentados con la levadura de control (no enriquecida con hierro o ferritina) tenian las
saturaciones de Tf mas bajas. Estos estudios demuestran que las levaduras suplementadas con hierro y fortificadas
con ferritina son hasta tres veces mas efectivas que el FeSO, dietético para mejorar los niveles de hemoglobina, €l
hematocrito y la biodisponibilidad de hierro, y proporcionan un método superior para tratar los trastornos por
deficiencia de hierro. Ademas, los animales deficientes en hierro se aproximaron a los niveles normales de
hemoglobina (40-50%) y hematocrito (13,5-15,5) de forma tan temprana como 14 dias después del tratamiento con
levadura suplementada con hierro enriquecida con ferritina.

La sorprendente superioridad de la levadura suplementada con hierro fortificada con ferritina en el tratamiento de la
deficiencia de hierro es incluso mas chocante cuando se miden los efectos sobre la hemoglobina, el hematocrito y la
saturacion de transferrina con referencia a la cantidad de hierro consumido. Como se muestra en la FIG. 18, sobre la
base del hierro consumido la levadura suplementada con hierro enriquecida con ferritina fue 2-3 veces mas efectiva
que el FeSO., la norma asistencial actual, para mejorar la hemoglobina, el hematocrito y la saturacion de
transferrina. Estos resultados demuestran que se requiere menos consumo de hierro para restablecer los niveles de
hemoglobina y hematocrito normales cuando se aumenta la biodisponibilidad del hierro usando ferritina H para
liberar el hierro.

Efectos sobre el hierro cerebral.

Debido a que la deficiencia de hierro tiene un impacto significativo sobre el desarrollo cerebral, se controlo el estatus
del hierro de las regiones del cerebro especificas en los animales que recibieron las diferentes dietas. En la FIG. 12
se muestra el estatus del hierro de dos areas del cerebro importantes desde el punto de vista del desarrollo, el
mesencéfalo ventral y el caudado. Estas areas estan destinadas a hacerse relativamente enriquecidas en hierro a
medida que madura el animal (por ejemplo, el ser humano). Estas regiones del cerebro estan involucradas en la
regulacion de la actividad motriz; de ahi el deterioro de las habilidades motrices en la deficiencia de hierro,
especialmente cuando la deficiencia ocurre durante el desarrollo. Los mismos animales descritos en los analisis de
Hb y Hct se sacrificaron a los 14 dias de edad y se midi6 la concentracion de hierro del mesencéfalo ventral (VBM) y
el caudado. Los animales que recibieron la levadura que habia sido fortificada con ferritina H y suplementada con
hierro tuvieron mas en ambas regiones del cerebro que cualquier otro grupo. Este hallazgo interesante indica que el
suplemento dietético fortificado con ferritina puede ser un mecanismo para limitar los déficits neurolégicos asociados
con la deficiencia de hierro. Esta observacion podria tener un tremendo impacto en la lucha contra la deficiencia
global de hierro no solo aumentando la salud general, sino optimizando la funcién neurolégica.
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Para evaluar mas detalladamente los cambios regionales en el estatus del hierro cerebral, se examinaron otras dos
areas del cerebro, el nicleo accumbens (NA) y la corteza prefrontal (PFC). Estos resultados se muestran en la FIG.
13. En esta figura, es evidente la especificidad regional del hierro liberado desde la levadura suplementada con
hierro enriquecida con ferritina. En el NA, similar al VMB y al caudado mostrados en la FIG. 12, el contenido de
hierro es elevado en comparacién con los otros modos de suministro de hierro. En la PFC, sin embargo, el hierro
liberado a partir de la levadura suplementada con hierro enriquecida con ferritina es similar al encontrado para los
otros grupos. Estos datos sugieren que hay un mecanismo que regula de manera diferencial la administracion de
hierro de la levadura suplementada con hierro enriquecida con ferritina y es consistente con el descubrimiento por
los autores de la presente invencion, de receptores para la ferritina H en la microvasculatura del cerebro.

El aumento de la absorcion de hierro en el cerebro y, quizas mas importante aun, la especificidad regional de la
absorcion, son hallazgos inesperados pero altamente significativos asociados con la presente invencion. Estos datos
sugieren que el uso de levadura suplementada con hierro y enriquecida en ferritina deberia mejorar los déficits
neurolégicos, cognitivos y conductuales asociados con la deficiencia de hierro durante el desarrollo postnatal. Los
datos acerca de los parametros hematolégicos son inequivocamente convincentes e indican que la levadura
suplementada con hierro enriquecida con ferritina es un modo superior de suplementacion de hierro en la dieta.
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REIVINDICACIONES

1- Una levadura recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica ferritina H de
mamifero o un homdlogo de la misma que tiene al menos un 80% de identidad con la ferritina H humana bajo el
control del promotor transcripcional TDH3 constitutivo de la levadura, en la que la secuencia de acidos nucleicos que
codifica la ferritina H de mamifero, o un homologo de la misma que tiene al menos un 80% de identidad con la
ferritina H humana, se integra en el cromosoma de la levadura en el sitio TDH3.

2- Una levadura recombinante segun la reivindicacion 1, en la que la ferritina H de mamifero o un homoélogo de
la misma es la ferritina H humana o un homologo de la misma.

3- Una composicion que comprende una levadura recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.
4- Una composicion segun la reivindicacion 3, en la que la composicion es una composicion farmacéutica, un

alimento médico o un suplemento nutricional.
5- Una composicion segun la reivindicacion 3 6 4, que comprende uno o mas compuestos activos adicionales.

6- Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en la que la composicion es para
administracion oral.

7- Una levadura recombinante segun la reivindicacion 1 6 2, o una composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 6, para uso en terapia.

8- Una levadura recombinante o composicion para uso en terapia segun la reivindicacién 7, en donde la
terapia comprende el tratamiento de un trastorno del hierro.

9-. Una levadura recombinante o composicion para uso en terapia segun la reivindicacion 8, en la que el
trastorno del hierro se elige entre (i) un trastorno del hierro relacionado con una deficiencia de hierro en el cerebro,
(ii) anemia ferropénica, (iii) un trastorno neurolégico o un trastorno neurodegenerativo, (iv) enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, rendimiento cognitivo subdptimo asociado con anemia en mujeres, depresion, insomnio,
esclerosis multiple, sindrome de piernas inquietas, trastorno de déficit de atencién o esclerosis lateral amiotréfica; (v)
déficits neuroldgicos, cognitivos, conductuales o motores asociados con la deficiencia de hierro durante el desarrollo
postnatal; (vi) un trastorno de sobrecarga de hierro; (vii) talasemia o hemocromatosis; o (viii) déficits conductuales en
nifos, incluido ADHD.

10- Una levadura recombinante o composicion para uso en terapia segun la reivindicacion 7, 8 6 9, en la que se
administra un complejo de ferritina H y hierro como una célula de levadura.
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