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DESCRIPCIÓN

Polipéptidos ERFE y eritroferrona y métodos de regulación del metabolismo del hierro

Referencia a una lista de secuencias presentada a través de EFS-WEB5

El contenido del archivo de texto ASCII de la lista de secuencias denominada 
“20131031_034044_119WO1_seq_ST25”, que tiene un tamaño de 14.3 kb, se creó el 28 de octubre de 2013, y se 
envió electrónicamente a través de EFS-Web junto con la solicitud.

10
Reconocimiento de apoyo gubernamental

Esta invención fue realizada con el apoyo del Gobierno de las Subvenciones Nos. R01 DK 082717 y RO1 DK 065029, 
otorgadas por el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK) de los Institutos 
Nacionales de la Salud. El Gobierno tiene determinados derechos en esta invención.15

Antecedentes de la invención

El documento WO 2006/046073 describe la proteína INSP162, que tiene identidad con la SEQ ID NO: 1 divulgada en 
la presente divulgación.20

El documento WO 2010/040998 describe un péptido SEQ ID NO: 37 que tiene una similitud de secuencia con la SEQ 
ID NO: 3 divulgada en la presente divulgación.

1. Campo de la invención25

La presente divulgación se relaciona con polipéptidos que regulan el metabolismo del hierro y con métodos de 
fabricación y uso de los mismos.

2. Descripción de la técnica relacionada30

La producción de glóbulos rojos es, por mucho, el principal consumidor de hierro en el cuerpo. La existencia de 
hormonas que regulan el hierro en respuesta a las necesidades de la producción de glóbulos rojos ha sido propuesta
hace más de 50 años por Finch et al. entre otros. Véase Finch 1994. Desafortunadamente, Finch et al., nunca 
descubrieron ninguna de estas hormonas.35

Otros investigadores examinaron las causas del aumento de la absorción de hierro en la talasemia y propusieron que 
dos sustancias, GDF15 y TWSG1, pueden causar supresión de hepcidina y sobrecarga de hierro en esta enfermedad, 
pero concluyeron que esta no era la señal fisiológica para la absorción de hierro. Véase Tanno 2010b y Casanovas 
2013. Nunca se mostró específicamente la función de GDF15 o TWSG1 en la sobrecarga de hierro de la talasemia.40

Resumen de la invención

La invención está dirigida a un anticuerpo monoclonal que reconoce específicamente un polipéptido ERFE o una 
composición del mismo para el uso en el tratamiento de una enfermedad de sobrecarga de hierro y/o un trastorno 45
asociado con niveles anormalmente bajos de hepcidina, en donde el polipéptido ERFE comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada de por lo menos una de las SEQ ID Nos: 1, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12-14, 
AHSVDPRDAWMLFVX1QSDKGX2N (SEQ ID NO: 5) en donde X1 es R y X2, es V; VX1RRALHELGX2YYLPX3 (SEQ 
ID NO: 8) en donde X1 es E, X2, es V y X3, es D; X1MGLE X2SSELFTISVNGVLYLQ (SEQ ID NO: 11) en donde X1 es 
I y X2, es S; y SLTVRSGSHFSAX1LLGX2 (SEQ ID NO: 15) donde X1 es V y X2, es V, en donde la enfermedad de 50
sobrecarga de hierro y/o el trastorno asociado con niveles anormalmente bajos de hepcidina se selecciona del grupo 
que consiste en: síndromes mielodisplásicos, hemocromatosis hereditaria, anemias de carga de hierro, hepatopatías 
alcohólicas, hepatitis C crónica, talasemia alfa, talasemia beta, anemias diseritropoyéticas congénitas y hepatitis B 
crónica.

55
El anticuerpo monoclonal o una composición del mismo para el uso de la invención puede comprender un portador o 
diluyente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal se genera contra un polipéptido que comprende una secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 1.60

La presente divulgación está dirigida a un polipéptido aislado, purificado, sintético y/o recombinante que comprende 
una secuencia terminal C que tiene aproximadamente 95-100%, por lo menos aproximadamente 96%, por lo menos 
aproximadamente 97%, por lo menos aproximadamente 98%, o por lo menos aproximadamente el 99% de la identidad 
de secuencia de la SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende una secuencia de terminal N-65
que tiene aproximadamente 70-100%, por lo menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 90%, o 
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por lo menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la 
presente invención está dirigida a un polipéptido aislado, purificado, sintético y/o recombinante que consiste 
esencialmente de o consiste de una secuencia terminal C que tiene aproximadamente 95-100%, por lo menos 
aproximadamente 96%, por lo menos aproximadamente 97%, por lo menos aproximadamente 98%, o por lo menos 
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 16 y una secuencia de terminal N que tiene 5
aproximadamente 70-100%, por lo menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 90%, o por lo 
menos aproximadamente el 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 17. La presente divulgación está 
dirigida a un polipéptido aislado, purificado, sintético y/o recombinante que tiene aproximadamente 70 a 100%, por lo 
menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 90%, o por lo menos aproximadamente 95% de 
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.10

La presente divulgación está dirigida a un polipéptido aislado, purificado, sintético y/o recombinante que comprende, 
consiste esencialmente en, o consiste de por lo menos una de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 
4 , SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ 
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15, en donde X es cualquier aminoácido. La presente 15
divulgación está dirigida a un polipéptido aislado, purificado, sintético y/o recombinante que comprende, consiste 
esencialmente en, o consiste en todas las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ 
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 
13, SEQ ID NO: 14, y SEQ ID NO: 15, en donde X es cualquier aminoácido.

20
Los polipéptidos descritos en el presente documento reducen los niveles de ARNm de hepcidina hepática y/o hepcidina 
en suero en sujetos humanos cuando se administran a los mismos.

Los polipéptidos descritos aquí exhiben actividad eritroferrona que es igual o sustancialmente similar a aquella de la 
SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. Los polipéptidos descritos aquí exhiben una actividad eritroferrona que es 25
aproximadamente 60-100%, aproximadamente 70-100%, aproximadamente 80-100%, aproximadamente 90-100%, o 
aproximadamente 95-100% de la proporcionada por la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2.

La presente divulgación está dirigida a un polipéptido aislado, purificado, sintético y/o recombinante que comprende, 
consiste esencialmente en, o consiste en por lo menos aproximadamente 10, por lo menos aproximadamente 11, por 30
lo menos aproximadamente 12, por lo menos aproximadamente 13 , por lo menos aproximadamente 14, por lo menos 
aproximadamente 15, por lo menos aproximadamente 16, por lo menos aproximadamente 17, por lo menos 
aproximadamente 18, por lo menos aproximadamente 19, por lo menos aproximadamente 20, por lo menos 
aproximadamente 21, por lo menos aproximadamente 22, por lo menos aproximadamente 23 , por lo menos 
aproximadamente 24, o por lo menos aproximadamente 25 residuos de aminoácidos consecutivos de la SEQ ID NO: 35
1, la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 16.

Los polipéptidos descritos aquí se fabrican utilizando técnicas sintéticas o recombinantes.

La presente divulgación está dirigida a una molécula de ácido nucleico recombinante aislada, purificada, sintética y/o 40
que comprende, consiste esencialmente o consiste de una secuencia que codifica un polipéptido de acuerdo con la 
presente divulgación.

La presente divulgación está dirigida a una célula recombinante que es capaz de expresar un polipéptido de acuerdo 
con la presente invención y/o que comprende una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo 45
con la presente divulgación.

La presente invención está dirigida a un anticuerpo que se generó contra un polipéptido de acuerdo con la descripción. 
El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo 
humanizado, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humano.50

En algunas realizaciones, la presente invención está dirigida a una composición que comprende, consiste 
esencialmente en, o consiste de 

un anticuerpo que se generó contra un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación. En algunas realizaciones, 55
la composición comprende 

un anticuerpo que se generó contra un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación en una concentración que
es mayor que la encontrada en sujetos normales.

60
La presente invención está dirigida al uso de un anticuerpo de la invención para tratar una enfermedad de metabolismo 
del hierro en un sujeto.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, el sujeto lo necesita. Como se utiliza 
aquí, un "sujeto necesitado" es aquel a quien se le ha diagnosticado que tiene o padece una enfermedad de 65
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metabolismo del hierro. La enfermedad de metabolismo del hierro es una enfermedad por sobrecarga de hierro o una 
enfermedad y/o trastorno asociado con niveles anormalmente bajos de hepcidina.

El polipéptido administrado al sujeto puede ser un polipéptido -ERFE. El polipéptido administrado al sujeto puede ser
un polipéptido +ERFE. Se pueden administrar uno o más polipéptidos en una cantidad efectiva, preferiblemente una 5
cantidad terapéuticamente efectiva. El método descrito aquí puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir 
en la regulación de la cantidad de hepcidina en el sujeto al administrarle al sujeto un polipéptido ERFE en una cantidad 
efectiva, preferiblemente una cantidad terapéuticamente efectiva. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende 
medir la cantidad de uno o más polipéptidos ERFE y/o hepcidina en el sujeto antes, durante o después de la 
administración. En algunas realizaciones, la cantidad de polipéptidos ERFE se mide con un ensayo utilizando una o 10
más moléculas de ácido nucleico que codifican un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación y/o uno o más 
anticuerpos de la invención generados contra un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación. Los métodos 
descritos en el presente documento pueden comprender administrar al sujeto uno o más polipéptidos +ERFE en los 
que la medición de hepcidina es superior a la normal o uno o más polipéptidos -ERFE en los que la medición de 
hepcidina es inferior a lo normal.15

La presente divulgación está dirigida a un ensayo para detectar la presencia de y/o medir la cantidad de un polipéptido 
ERFE en una muestra que comprende poner en contacto la muestra con un anticuerpo generado contra un polipéptido 
de acuerdo con la presente divulgación y luego detectar la presencia y/o medición de la cantidad de anticuerpos 
unidos.20

En algunas realizaciones, la presente invención está dirigida a un equipo que comprende un anticuerpo generado 
contra un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación, o composición como se describe aquí empacada junto 
con un reactivo, un dispositivo, material de instrucción, o una combinación de los mismos.

25
En algunas realizaciones, la presente invención está dirigida a una estirpe celular de hibridoma que es capaz de 
expresar el anticuerpo que reconoce específicamente un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación o se 
genera contra un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación.

En algunas realizaciones, la presente invención está dirigida a un complejo que comprende al menos un polipéptido 30
de acuerdo con la presente divulgación unido a un anticuerpo, en donde por lo menos un polipéptido y/o el anticuerpo 
se fabrica mediante técnicas recombinantes.

La presente divulgación está dirigida al uso de uno o más polipéptidos de acuerdo con la presente divulgación, una 
molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación, un anticuerpo generado 35
contra un polipéptido de acuerdo con la presente divulgación, o una composición que comprende uno o más de los 
polipéptidos, moléculas de ácido nucleico y anticuerpos para la fabricación de un medicamento para tratar una 
enfermedad de metabolismo del hierro.

La presente invención está dirigida a un anticuerpo generado contra un polipéptido de acuerdo con la presente 40
divulgación, o una composición que comprende dichos anticuerpos para su uso en el tratamiento de una enfermedad 
de metabolismo del hierro.

Descripción detallada de la invención
45

Tanto la descripción general anterior como la siguiente descripción detallada son solo ejemplos y explicaciones y 
pretenden proporcionar una explicación adicional de la invención según se reivindica. Los dibujos adjuntos se incluyen 
para proporcionar una comprensión adicional de la invención y se incorporan y constituyen parte de esta 
especificación, ilustran diversas realizaciones de la invención y, junto con la descripción, sirven para explicar los 
principios de la invención.50

Descripción de los dibujos

Esta invención se entiende adicionalmente mediante referencia a los dibujos en los que:
55

Figura 1: el ARNm de Hamp hepático se suprime después de la estimulación eritropoyética (flebotomía (línea continua) 
o inyección de EPO (línea discontinua)) en relación con los animales no tratados. Se utilizaron ratones machos de 6 
semanas de edad, n=4/grupo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, mediante la prueba de la t de Student en comparación 
con animales no tratados.

60
Figura 2: Respuestas de voluntarios humanos saludables a EPO 5000 U dadas a las 9 AM del día 2 (Ashby 2010). 

Las figuras 3A-3B: ERFE es un miembro de la superfamilia TNF-α. Figura 3A: Alineación de ratón (SEQ ID NO: 2) y 
una proteína ERFE humana (SEQ ID NO: 1). La secuencia resaltada es la SEQ ID NO: 16. Se realizaron alineamientos 
CLUSTAL de color del segmento terminal C de ERFE humano a otros miembros humanos de la familia TNF y variantes 65
humanas de ERFE. Se encontró que las variantes humanas de ERFE difieren en la secuencia de señal. De esta forma, 
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los polipéptidos ERFE de acuerdo con la presente invención comprenden 90-100%, preferiblemente 95-100%, más 
preferiblemente 98-100%, y más preferiblemente 99-100% de identidad de secuencia con el segmento de terminal N 
como se establece en la SEQ ID NO: 16. Figura 3B: Un modelo estructural de ERFE basado en las similitudes con 
otros miembros de la superfamilia TNFα.

5
Figura 4: aumento de veces en el ARNm de Erfe de la médula ósea después de una flebotomía (línea continua) o 
inyección de EPO (línea discontinua) en comparación con ratones no tratados. Se utilizaron machos de seis semanas 
de edad, n=4/grupo. *p<0.001, **p<0.01 por prueba de t de Student en comparación con animales no tratados.

Figura 5: El ERFE humano es un transcrito de eritroide expresado al máximo en eritroblastos intermedios. La Figura 10
5A muestra la expresión relativa del ARNm de ERFE humano en diversos tejidos en orden de intensidad. El hígado y 
la médula ósea fetal, órganos que expresan el ARNm de ERFE humano a un alto nivel, contienen eritroblastos. La 
Figura 5B se basa en la Base de Datos de Maduración de Eritroblastos Humanos (Merryweather-Clarke 2011). Se 
muestra la expresión relativa de ARNm ERFE humano en la maduración de los eritroblastos humanos, que van desde 
eritroides de unidades formadoras de colonias (CFUE), una etapa muy temprana del desarrollo de eritroides, a través 15
de proeritroblastos (Pro-E), eritroblastos intermedios (Int-E) hasta los eritroblastos tardíos (LateE).

Figura 6: Expresión del ARNm Erfe en eritroblastos de médula de ratón clasificados en estadios proeritroblasto (ProE) 
y eritroblasto EryA, B, C según el método de Socolovsky (Liu 2006). Las barras blancas representan la médula de 
ratones C57BL/6 15 horas después de la flebotomía de 0.5 ml; y las barras negras representan la médula de ratones 20
de control no manipulados. Ratones machos de seis semanas de edad, n=3/grupo, *p<0.01 mediante prueba t.

Las figuras 7A-7C: Cambio en el ARNm Hamp en el hígado de ratones Erfe+/+, Erfe+/− y Erfe-/- flebotomizados 
(etiquetados como WT (tipo silvestre, Figura 7A), HT (Heterocigoto, FIG. 7B), y KO (Knock Out, FIG. 7C)). n = 3 a 6 
ratones por grupo. *p<0.001, **p<0.01 por prueba de t en comparación con controles no flebotomizados.25

Figura 8: Los ratones deficientes en Erfe muestran una recuperación tardía de la anemia. (A y B) Los ratones con 
deficiencia de Erfe flebotomizados (línea continua) en comparación con los ratones de tipo silvestre (línea discontinua) 
mostraron una recuperación retrasada de la hemoglobina y una hemoglobina corpuscular media inferior (MCH). Los 
parámetros hematológicos (A, B) se compararon para cada medición entre WT (n=17) y KO (n=15) mediante la prueba 30
t de Student. En ausencia de diferencias de género, los géneros se combinaron para cada parámetro. ***p<0.001, 
**p<0.01, *p<0.05. 

Figuras 9A-9C: Figura 9A: células HEK293T transfectadas con 0.5 o 1 μg de ADN plasmídico que codifica el ADNc 
Erfe de ratón fusionado a una etiqueta 6His terminal C. Western blot con anticuerpo anti-6His detecta Erfe 35
predominantemente en el sobrenadante, lo que indica que Erfe se secreta masivamente. Figura 9B: Erfe secretado es 
N- y O-glucosilado. Figura 9C: el anticuerpo 2 anti-Erfe anti-ratón de conejo generado contra una secuencia peptídica 
interna, PSRVPAAQEL (SEQ ID NO: 18) detecta la proteína recombinante en una transferencia Western, en donde 
+/− indica la transfección o no con el plásmido Erfe.

40
Figura 10: Erfe actúa directamente sobre el hígado para suprimir la hepcidina. (A, B, C) Se trataron seis ratones 
C57BL/6 macho por vía intraperitoneal con Erfe recombinante de ratón (2 μg/g) o solución salina y se analizaron 15 
horas más tarde. El ARNm de hepcidina hepática (A) y los niveles en suero de hepcidina (B) fueron suprimidos 
significativamente por el tratamiento de Erfe a pesar de la respuesta inflamatoria indicada por un aumento en la 
expresión de ARNm Saa1 en el hígado (C). (D, E, F) Ocho machos C57BL/6 de 7 semanas de edad fueron 45
transducidos con un lentivirus que codifica GFP o la secuencia de ADNc Erfe de ratón. (D) La expresión del ARNm 
Erfe aumentó ligeramente en el hígado de los ratones transducidos con el lentivirus Erfe (solo 2 veces más que el nivel 
inicial de la médula ósea en comparación con una regulación por aumento de 32 veces en la médula ósea de los 
ratones con estimulación eritropoyética), pero este aumento fue suficiente para reducir los niveles de mRNA de 
hepcidina hepática (E) y hepcidina (F) en suero. (G) Erfe de ratón recombinante es secretado por células HEK293T 50
infectadas con el lentivirus Erfe, según lo detectado por Western blot con un anticuerpo anti-FLAG. (H) El tratamiento 
de hepatocitos primarios de ratón con sobrenadantes (50% v/v) de células de control o células HEK293T que 
sobreexpresan Erfe indicó que Erfe actúa directamente sobre el hígado para suprimir la expresión del ARNm de 
hepcidina. Se muestran medias ± EEM de 3 experimentos independientes con 15 horas de tratamientos por triplicado. 
Se midieron los niveles de hepcidina (Hamp), amiloide 1 en suero (Saa1) y ARNm Erfe (Erfe) mediante qRT-PCR. Se 55
muestran las medias ± EEM de −ΔCt (es decir, Ct Hprt-Ct Hamp, Saa1 o Erfe). Se midieron los niveles de hepcidina 
en suero (B, F) mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. Se compararon los valores medios entre los 
ratones tratados y los ratones de control o entre los tratados con Erfe para controlar las muestras mediante la prueba 
t de Student. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.

60
Figura 11: Aumento de ARNm Erfe en la médula ósea y el bazo de ratones intermedios th3/+ de β-talasemia (thai) 
(n=4) en comparación con los ratones de tipo silvestre (WT) (n=5). Se utilizaron ratones machos de 6 meses de edad. 
*p=0.016, **p<0.001. Se utilizó Hprt como gen de referencia.

Figura 12: Dominios estructurales predichos de Erfe. SP = péptido de señal, NTD = dominios 1 y 2 de terminal N. 65
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Descripción detallada de la invención

La presente invención se basa en el descubrimiento de una proteína, a la que se hace referencia aquí como 
“eritroferrona”. La eritroferrona es la primera “hormona” identificada que media entre la producción de glóbulos rojos y 
la absorción y distribución de hierro en los sujetos. La eritroferrona se fabrica en la médula de un sujeto y su producción 5
aumenta considerablemente cuando se estimula la producción de glóbulos rojos, por ejemplo, después de hemorragia 
o durante la recuperación de la anemia. La eritroferrona regula el suministro de hierro para satisfacer las necesidades 
de producción de glóbulos rojos en la médula. Específicamente, se encuentra que la eritroferrona actúa sobre el hígado 
para suprimir la producción de la principal proteína reguladora del hierro, la hepcidina. De esta forma, la 
sobreproducción de eritroferrona puede causar una sobrecarga de hierro en enfermedades como la β-talasemia y por 10
lo tanto la eritroferrona antagonista podría ser utilizada para el tratamiento de β-talasemia.

La eritroferrona se descubrió en la búsqueda de un factor que suprima la expresión de hepcidina. La hepcidina, una 
hormona peptídica de 25 aminoácidos sintetizada por el hígado, es el regulador central de la homeostasis del hierro. 
Ver Ganz 2011. La hepcidina actúa al unirse a la ferroportina, un único exportador de hierro que conduce a su 15
ubiquitinación, internalización y degradación en lisosomas. Cuando la ferroportina desaparece de las membranas 
celulares, se inhibe la absorción en la dieta y el hierro reciclado es secuestrado en los macrófagos, disminuyendo la 
disponibilidad de hierro para la eritropoyesis. En contraste, la hepcidina baja permite que la ferroportina permanezca 
activa en las células que exportan hierro al plasma, lo que hace que haya más hierro disponible para la síntesis de 
hemoglobina. El hierro, la inflamación o el estrés del RE estimulan la producción de hepcidina, mientras que la hipoxia, 20
la deficiencia de hierro y el aumento de la actividad eritropoyética lo reprimen.

La hepcidina se suprime después de hemorragia o la administración de eritropoyetina (EPO). La hepcidina disminuye 
en la anemia causada por sangrado, hemólisis o deficiencia de hierro, o en anemias hereditarias con eritropoyesis 
ineficaz. El efecto supresor de la eritropoyesis en la hepcidina es particularmente prominente en enfermedades con 25
eritropoyesis ineficaz, en donde los precursores de eritrocitos se expanden masivamente, pero en su mayoría 
experimentan apoptosis en la etapa de eritroblastos en lugar de madurar en eritrocitos. De esta forma, en ratones 
C57BL/6, se examinó el curso temporal del ARNm de hepcidina en respuesta a hemorragia (500 µl) o inyección de 
EPO (200 U) y se observó una supresión significativa del ARNm de hepcidina hepática entre 9 y 15 horas. A las 12-
15 horas después de estimulación eritropoyética, la inhibición fue máxima a aproximadamente 90% (Figura 1). El 30
tiempo de respuesta es similar al de voluntarios humanos en los que ocurrió disminución entre 9-24 horas (Figura 2).

Estos datos in vivo sobre el curso temporal de la respuesta a hemorragia en ratones revelan que ni el ARNm de la 
proteína α(C/EBPα) del elemento central del factor de transcripción ni los niveles de proteína en el hígado cambian, a 
pesar de que existe una potente supresión observable de hepcidina. La supresión de la hepcidina tampoco se debe a 35
la administración de EPO debido a la mayor utilización de hierro, ya que la disminución drástica de la hepcidina precede 
a cualquier cambio en la saturación de la transferrina u otros parámetros conocidos relacionados con el hierro (Figura 
2). De esta forma, en respuesta a la anemia u otros estímulos hipóxicos, parece que niveles altos de EPO causan la 
supresión de la hepcidina de manera indirecta, al inducir la secreción de uno o más factores eritroides de la médula 
ósea que, a su vez, actúan sobre el hígado para suprimir la expresión de la hepcidina y aumentar el suministro de 40
hierro a partir de la absorción en la dieta y la reserva. La supresión temprana de hepcidina después de la inyección de 
EPO puede hacer que haya más hierro disponible para la rápida absorción por los precursores de eritrocitos, y acelera 
la eritropoyesis.

Por lo tanto, se estudiaron los perfiles de expresión génica en la médula ósea en respuesta al sangrado (0-48 horas), 45
utilizando perfiles de expresión basados en chips genéticos comercialmente disponibles (Affymetrix Mouse Gene 1.0 
ST Array). El perfil de expresión también se puede llevar a cabo mediante métodos alternativos que incluyen la 
secuenciación de ADNc de próxima generación denominada “RNA Seq” en la técnica. Entre las transcripciones 
específicas de eritroides cuya expresión es inducida antes de la supresión del ARNm de hepcidina y se mantiene en 
niveles altos antes de que el nivel de hepcidina volviera a la línea inicial normal, hay una transcripción huérfana 50
previamente no caracterizada, incluida en varias bases de datos públicas de secuencias como Fam132b, que codifica 
una proteína secretada. Se encontró que el ARNm de Fam132b era altamente inducido dentro de las 4 horas 
posteriores al sangrado, antes de la supresión de la hepcidina. La eritroferrona es una proteína codificada por el ARNm 
Fam132b.

55
Excepto cuando se hace referencia a “polipéptidos ERFE” (polipéptidos +ERFE y −ERFE) y “polinucleótidos ERFE”, 
como se utiliza aquí, “ERFE” (mayúsculas y en cursiva) se refiere al gen humano que codifica eritroferrona, “Erfe” 
(primera letra en mayúscula, y en cursiva) se refiere al gen de ratón que codifica la eritroferrona, “ERFE” (todas las
mayúsculas y no en cursiva) se refiere a la proteína humana eritroferrona, y “Erfe” (primera letra en mayúscula, y no 
en cursiva) se refiere a la proteína del ratón eritroferrona.60

Ertroferrona es un miembro de la superfamilia TNFα. La secuencia de aminoácidos de los homólogos de eritroferrona 
se conserva bien a través de la evolución de los vertebrados, de tal manera que las proteínas humanas y de ratón son 
aproximadamente 71% idénticas (Figura 3A) y la mitad del terminal C es aproximadamente 44% idéntica al homólogo 
de pez cebra. El análisis del dominio indicó que Erfe es un miembro de la superfamilia TNFα con solo una similitud 65
moderada con las citocinas conocidas. El ligando RANK y TNFα (RANKL) son los parientes más cercanos. La 
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búsqueda en las bases de datos genómicas y de ARNm identificó dos variantes de ERFE humano que difieren solo 
en la secuencia de señal. Queda por determinar si ambos se expresan en la médula y si las variantes dan lugar a 
proteínas con diferentes niveles de expresión o actividad biológica diferente. Mediante la transcripción inversa de 
ARNm de eritroblastos derivados de hígado fetal humano y la secuenciación de ADNc, se confirmaron los 220 
aminoácidos de terminal C (destacados en la Figura 3A).5

El modelado estructural de toda la proteína utilizando HHPredictB (Figura 3B) indica que la porción de terminal N de 
la proteína (izquierda) consiste en una secuencia de señal seguido por una región abierta con un segmento similar al 
colágeno y la porción terminal C es homóloga a TNFα/RANKL (derecha). Las similitudes con TNFα son notables ya 
que el TNFα suprime ARNm de hepcidina en cultivos de hepatocitos primarios. La similitud con TNFα predice una 10
tendencia a formar multímeros.

La expresión de eritroferrona en la médula responde a la EPO. Utilizando qPCR, se confirmó la inducción de la 
expresión del ARNm de Erfe después de flebotomía en la médula ósea (Figura 4), así como también en el bazo (datos 
no mostrados), lo que apoya su participación en la eritropoyesis. La inyección de EPO en ratones conduce a una 15
supresión de hepcidina comparable a la de los ratones flebotomizados, tanto en amplitud como en el transcurso del 
tiempo (Figura 1). De forma similar, la respuesta del ARNm de Erfe a EPO en la médula ósea y el bazo es similar a la 
causada por flebotomía, pero la estimulación de Erfe ocurre antes en los ratones inyectados con EPO (Figura 4). Esto 
es consistente con la acción de Erfe en la dirección descendente de secuencia de EPO en el modelo de flebotomía.

20
Ertroferrona es probablemente una eritroquina producida por eritroblastos. La búsqueda en las bases de datos de 
expresión génica reveló que el ERFE humano se expresa en gran medida en la médula ósea humana y en el hígado 
fetal (por ejemplo, Figura 5A), y en células CD34+ humanas diferenciadas “in vitro” alcanza la máxima expresión en 
eritroblastos intermedios, con aproximadamente 8 de incremento sobre CFU-E (Figura 5B). Esto sugiere que los 
eritroblastos son la principal fuente de eritroferrona. Esto se verificó directamente con la médula ósea de ratón ex vivo 25
obtenida 15 horas después de 0.5 ml de flebotomía, que mostró un aumento masivo de la expresión de Erfe en los 
eritroblastos en comparación con los ratones de control, predominantemente en las etapas EryA y B (eritroblasto 
temprano e intermedio) (Figura 6, qRT-PCR, referencia Hprt). Debido a la abundancia relativa de la etapa EryB, estas 
células probablemente constituyen la fuente principal de Erfe en la médula.

30
Respuesta de la hepcidina a hemorragia en ratones Erfeknockout y Haploinsuficientes: Se pueden utilizar ratones 
Erfe+/− en un fondo mixto Sv129/C57BL/6 (Fam132btm1Lex, Lexicon Pharmaceuticals), así como también los 
retrocruzados en el fondo C57BL/6 utilizando un retrocruzado acelerado asistido por marcador para analizar más a 
fondo los polipéptidos Erfe de acuerdo con la presente divulgación. En algunos experimentos, el fondo mixto Erfe-/- y 
Erfe+/− se compararon con sus compañeros de camada tipo silvestre (WT). Los knockouts de Erfe (KO) son viables, 35
parecen fenotípicamente normales, tienen un estudio estandarizado completamente normal y muy extenso realizado 
para la base de datos de ratones Lexicon, y son fértiles. Los hemogramas completos realizados con un analizador de 
hematología automatizado (Hemavet 850; Drew Scientific, Oxford, CT) a las 6 semanas de edad (pero no a las 3 
semanas, a las 12 semanas ni a los 6 meses) revelaron niveles reducidos de hemoglobina al inicio en animales con 
deficiencia de Erfe en comparación con los de tipo silvestre y heterocigotos. La edad de 6 semanas es la época de 40
rápida expansión y crecimiento de las eritroides con alta demanda de hierro, similar a la eritropoyesis por tensión 
después de sangrado. Para comprobar si Erfe es un mediador crítico de la represión de la hepcidina por sangrado, 
Erfe-/-, Erfe+/- y Erfe+/+ los compañeros de camada fueron febotomizados (500 μL) y analizados 12, 15, 24 y 48 Horas 
después de la flebotomía (Figuras 7A-7C). Los ratones Erfe-/- no lograron disminuir la expresión del ARNm de 
hepcidina hepática, lo que indica que Erfe es esencial para la supresión rápida de hepcidina después de hemorragia 45
(Figuras 7A-7C). Los ratones haploinsuficientes mostraron solo una respuesta parcial a las 12-15 horas, lo que sugiere 
una respuesta dependiente de la dosis de hepcidina a Erfe.

Los ratones deficientes en Erfe mostraron una recuperación tardía de la anemia inducida por sangrado Erfe+/+ y Erfe-

/- de doce semanas de edad fueron flebotomizados y su recuperación fue monitoreada durante 9 días. Los ratones 50
deficientes en Erfe mostraron una hemoglobina más baja y hemoglobina corpuscular media en comparación con los 
controles de tipo silvestre (Figura 8) y la recuperación de los ratones deficientes en Erfe de anemia inducida por 
hemorragia se retrasó durante varios días.

Producción y Análisis de Proteínas Recombinantes. Se construyeron plásmidos de expresión múltiple que codifican el 55
cDNA de ERFE de ratón y humano con un Myc/Flag de terminal C, epítopo V5/His, Myc/His y Flag/His. La transferencia 
Western del HEK293T transfectado confirmó que se secreta la proteína (Figura 9A). El material se purificó mediante 
cromatografía de afinidad con etiqueta, se analizó en SDS-PAGE y se identificaron las bandas principales 
correspondientes a las detectadas por transferencia Western. La identidad de las bandas como Fam132b/Erfe se 
confirmó mediante análisis proteómico de fragmentos tripsinizados mediante HPLC-MS. De forma interesante, la forma 60
secretada de Erfe tiene un peso molecular ligeramente más alto que la forma celular, y ambas proteínas tuvieron el 
doble del tamaño previsto, lo que indica una posible dimerización. La desglucosilación del producto secretado 
purificado indicó que Erfe está glucosilado en N y O (Figura 9B). Se pueden utilizar formas recombinantes de los 
polipéptidos de Erfe y Erfe para analizar sus actividades in vitro e in vivo. Se generaron anticuerpos generados contra 
Erfe y se pueden utilizar para la detección de proteínas endógenas (Figura 9C) y para determinar las concentraciones 65
séricas de uno o más polipéptidos de ERFE en sujetos, por ejemplo, modelos de ratones y pacientes con trastornos 
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del hierro. En experimentos preliminares, se encontró que una variante de la estirpe celular HEK293 expresaba Erfe 
en niveles altos, pero no pudo secretarla, lo que indica que el evento de secreción puede ser específico del tipo de 
célula o dependiente de las características especializadas de la célula.

Para probar si la proteína eritroferrona secretada es un supresor de hepcidina, a ratones machos C57BL/6 se les 5
inyectó Erfe recombinante de murino (2 μg/g). Se encontró que el ARNm de hepcidina y los niveles de proteína en 
suero se redujeron significativamente 15 horas después del tratamiento con Erfe en comparación con ratones 
inyectados con solución salina (Figuras 10A, 10B) a pesar de una respuesta inflamatoria sustancial activada por la 
proteína recombinante, como lo demuestra el aumento en la expresión del ARNm de Saa1 (Figura .10C). La 
inflamación aumentaría la expresión de hepcidina.10

Para evitar el efecto inflamatorio agudo de la preparación de Erfe recombinante, se transdujeron ratones machos 
C57BL/6 con un vector con base en lentivíricos codifica Erfe. Tres semanas después, se observó un aumento 
moderado de ARNm de Erfe en el hígado (pero no en la médula ósea) de ratones tratados con lentivirus Erfe en 
comparación con ratones tratados con el lentivirus de control (Figura 10D). No obstante, el ARNm de hepcidina y los 15
niveles en suero se redujeron significativamente 30 veces y 10 veces respectivamente (Figuras 10E, 10F), lo que 
sugiere que incluso una pequeña cantidad de Erfe en el hígado fue suficiente para ejercer su efecto inhibidor sobre la 
transcripción de hepcidina. Por lo tanto, se probó si Erfe puede actuar directamente sobre el hígado para regular la 
hepcidina. Los hepatocitos primarios de ratones se trataron durante 15 horas con 50% (v/v) de sobrenadantes de 
HEK293T de control o HEK293T que sobreexpresan Erfe (Figura 10G), lo que resulta en una disminución de 4 veces 20
en los niveles de mRNA de hepcidina en células tratadas con Erfe (Figura 10H). En conjunto, estos resultados 
muestran que la eritroferrona es un potente supresor de la hepcidina que puede actuar directamente sobre el hígado 
para reprimir la expresión del ARNm de hepcidina.

Preparación de anticuerpos. Para facilitar la detección y caracterización de la eritroferrona, se puede generar y utilizar 25
una serie de anticuerpos dirigidos contra antígenos peptídicos en las formas murinas y humanas de eritroferrona y 
polipéptidos ERFE. Adicionalmente, los anticuerpos contra los epítopos internos y de terminal N de la eritroferrona y/o 
los polipéptidos ERFE se pueden utilizar en diversos ensayos y tratamientos de acuerdo con la presente invención.

Aumento masivo de Erfe en ratones talasémicos. La sobreproducción de eritroferrona puede contribuir con la 30
sobrecarga de hierro de β-talasemia no transfundida. Utilizando un modelo de ratón Hbbth3/+ de β-talasemia (Gardenghi 
2007), se demostró que el ARNm de Erfe aumenta considerablemente en la médula ósea de ratones Hbbth3/+ en 
comparación con los controles de tipo silvestre (Figura 11). La expresión neta de Erfe es incluso mayor en ratones 
Hbbth3/+ si se tiene en cuenta que tienen médula expandida y bazos 3× más grandes que los ratones de tipo silvestre.

35
Polipéptidos y Composiciones

La presente divulgación está dirigida a la eritroferrona y a sus análogos y fragmentos. Como se utiliza aquí, la 
eritroferrona (que incluye ERFE y Erfe) y sus análogos y fragmentos se denominan colectivamente aquí como 
“polipéptidos ERFE”. Los polipéptidos ERFE pueden o no exhibir actividad eritroferrona. Como se utiliza aquí, 40
“actividad eritroferrona” se refiere a la capacidad de la sustancia para reducir los niveles de ARNm de hepcidina 
hepática o hepcidina en suero en comparación con un control.

Como se utiliza aquí, los términos “proteína”, “polipéptido” y “péptido” se utilizan indistintamente para referirse a dos o 
más aminoácidos unidos entre sí. Los grupos o cadenas de abreviaturas de aminoácidos se utilizan para representar 45
péptidos. Excepto cuando se indica específicamente, los péptidos se indican con el terminal N a la izquierda y la 
secuencia se escribe desde el terminal N hasta el terminal C.

Los polipéptidos ERFE de la presente divulgación se pueden hacer utilizando métodos conocidos en la técnica, que 
incluyen síntesis química, biosíntesis o síntesis in vitro utilizando métodos de ADN recombinante y síntesis en fase 50
sólida. Véase, por ejemplo, Kelly & Winkler (1990) Genetic Engineering Principles and Methods, vol. 12, J. K. Setlow 
ed., Plenum Press, NY, pp. 1-19; Merrifield (1964) J Amer Chem Soc 85: 2149; Houghten (1985) PNAS USA 82: 5131-
5135; y Stewart & Young (1984), Solid Phase Peptide Synthesis, 2ed. Pierce, Rockford, IL. Los polipéptidos ERFE de 
la presente divulgación se pueden purificar utilizando técnicas de purificación de proteínas conocidas en la técnica, 
tales como cromatografía líquida de alto desempeño de fase inversa (HPLC), cromatografía de intercambio iónico o 55
de inmunoafinidad, exclusión por tamaño o filtración, o electroforesis. Véase Olsnes y Pihl (1973) Biochem. 12 (16): 
3121-3126; y Scopes (1982) Protein Purification, Springer-Verlag, NY.

Alternativamente, los polipéptidos ERFE de la presente divulgación se pueden preparar mediante técnicas de ADN 
recombinante conocidas en la técnica. Por lo tanto, los polinucleótidos que codifican los polipéptidos ERFE de la 60
presente divulgación se contemplan aquí y en este documento se denominan “polinucleótidos ERFE”. 

Se pueden aislar los polinucleótidos ERFE. Como se utiliza aquí, los polinucleótidos “aislados” se refieren a 
polinucleótidos que se encuentran en un entorno diferente de aquel en el que se produce el polinucleótido de forma 
natural. Por ejemplo, un polinucleótido aislado es uno que no tiene las bases que normalmente flanquean los extremos 65
5' y/o 3' del polinucleótido tal como se encuentra en la naturaleza.
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Los polipéptidos ERFE de la presente divulgación se purifican sustancialmente. Tal como se utiliza aquí, un compuesto 
“sustancialmente purificado” se refiere a un compuesto que se retira de su entorno natural y/o está por lo menos 
aproximadamente 60% libre, preferiblemente aproximadamente 75% libre, y más preferiblemente aproximadamente 
90% libre, y más preferiblemente aproximadamente 95-100% libre de otros componentes macromoleculares o 5
compuestos con los cuales el compuesto está asociado en naturaleza o por su síntesis.

Como se utiliza aquí, un compuesto “aislado” se refiere a un compuesto que está aislado de su entorno natural. Por 
ejemplo, un polipéptido aislado es uno que no tiene sus aminoácidos naturales, que corresponden al polipéptido de 
longitud completa, que flanquea el terminal N, el terminal C o ambos. Por ejemplo, un fragmento aislado de 10
eritroferrona o un polipéptido ERFE se refiere a un polipéptido aislado que comprende algunos, pero no todos, los 
residuos de aminoácidos eritroferrona o el polipéptido ERFE, pero puede tener aminoácidos no naturales en su 
terminal N, terminal C, o ambos, es decir, diferentes aminoácidos que no tienen identidad con los aminoácidos en la 
posición correspondiente de la eritroferrona o el polipéptido ERFE. 

15
Los polipéptidos ERFE de la presente divulgación se fabrican usando técnicas sintéticas y/o recombinantes.

Se proporcionan uno o más polipéptidos de ERFE, como se describe aquí, en la forma de una composición que 
comprende un portador adecuado para su propósito previsto. Las composiciones también pueden incluir uno o más 
ingredientes adicionales adecuados para su propósito previsto. Por ejemplo, para ensayos, las composiciones pueden 20
comprender liposomas, niclosamida, agente de solubilización SL220 (NOF, Japón), Cremophor EL (Sigma), etanol y 
DMSO. Para el tratamiento de un trastorno de hierro, las composiciones pueden comprender diferentes potenciadores 
de la absorción e inhibidores de proteasa, micropartículas sólidas o nanopartículas para la encapsulación de péptidos 
(tales como quitosán e hidrogeles), conjugación macromolecular, lipidización y otras modificaciones químicas. Las 
composiciones de la presente divulgación comprenden uno o más polipéptidos de ERFE en una concentración que es 25
mayor que la que se encuentra en sujetos normales.

Se pueden usar uno o más polipéptidos de ERFE de acuerdo con la presente invención o composiciones de los mismos 
para tratar enfermedades del metabolismo del hierro. Tal como se usa en el presente documento, una “enfermedad 
del metabolismo del hierro” incluye enfermedades en las que el metabolismo aberrante del hierro provoque 30
directamente la enfermedad, o cuando los niveles de hierro en la sangre están desregulados, provocando la 
enfermedad, o donde la desregulación del hierro es una consecuencia de otra enfermedad, o donde las enfermedades 
se pueden tratar al modular los niveles de hierro, y similares. Más específicamente, una enfermedad del metabolismo 
del hierro de acuerdo con esta divulgación incluye enfermedades por sobrecarga de hierro, trastornos por deficiencia 
de hierro, trastornos de la biodistribución del hierro, otros trastornos del metabolismo del hierro y otros trastornos 35
potencialmente relacionados con el metabolismo del hierro, etc. Las enfermedades del metabolismo del hierro incluyen 
hemocromatosis, hemocromatosis por mutación HFE, hemocromatosis por mutación ferroportina, hemocromatosis por 
mutación del receptor 2 de transferina, hemocromatosis de mutación hemojuvelina, hemocromatosis mutación 
hepcidina, hemocromatosis juvenil, hemocromatosis neonatal, deficiencia de hepcidina, sobrecarga de hierro 
transfusional, talasemia, talasemia intermedia, talasemia alfa, anemia sideroblástica, porfiria, porfiria cutánea tardía, 40
sobrecarga de hierro africana, hiperferritinemia, deficiencia de ceruloplasmina, atransferrinemia, anemia 
diseritropoyética congénita, anemia por enfermedad crónica, anemia por inflamación, anemia por infección, anemia 
hipocromática microcítica, anemia por deficiencia de hierro, anemia por deficiencia de hierro refractaria al hierro, 
anemia por enfermedad renal crónica, resistencia a la eritropoyetina, deficiencia de hierro en la obesidad, otras 
anemias, tumores benignos o malignos que producen en exceso hepcidina o inducen su sobreproducción, afecciones 45
con exceso de hepcidina, ataxia de Friedreich, síndrome gracile, enfermedad de Hallervorden-Spatz, enfermedad de 
Wilson, hemosiderosis pulmonar, carcinoma hepatocelular, cáncer, hepatitis, cirrosis hepática, insuficiencia renal 
crónica, resistencia a la insulina, diabetes, aterosclerosis, trastornos neurodegenerativos, esclerosis múltiple, 
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y Enfermedad de Alzheimer. En algunas realizaciones, la 
enfermedad por sobrecarga de hierro es el síndrome mielodisplásico. En algunos casos, las enfermedades y trastornos 50
incluidos en la definición de “enfermedad del metabolismo del hierro” no suelen identificarse como relacionados con 
el hierro. Por ejemplo, la hepcidina se expresa en gran medida en el páncreas murino, lo que sugiere que la diabetes 
(Tipo I o Tipo II), la resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa y otros trastornos pueden mejorarse tratando 
los trastornos subyacentes del metabolismo del hierro. Ver Ilyin, G. et al. (2003) FEBS Lett. 542 22-26.

55
Como tales, estas enfermedades están incluidas en la definición general. Los expertos en la materia pueden 
determinar fácilmente si una enfermedad dada es una “enfermedad o metabolismo del hierro” de acuerdo con la 
presente invención usando métodos conocidos en la técnica, incluidos los ensayos del documento WO 2004092405, 
y los ensayos, que monitorean los niveles y la expresión de hepcidina, hemojuvelina o hierro, que son conocidos en 
la técnica, tales como los descritos en la patente de EE.UU. No. 7,534,764. En algunas realizaciones de la presente 60
invención, las enfermedades del metabolismo del hierro son enfermedades por sobrecarga de hierro, que incluyen 
hemocromatosis hereditaria, anemias de carga de hierro, enfermedades hepáticas alcohólicas y hepatitis C crónica.

Como se usa en el presente documento, las enfermedades y trastornos relacionados con el exceso de hepcidina 
incluyen anemia de la enfermedad crónica (también llamada anemia de inflamación), anemias asociadas con 65
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infecciones agudas o crónicas, anemia de la enfermedad renal crónica, anemias debido a tumores que secretan 
hepcidina y anemia por deficiencia de hierro refractaria al hierro (IRIDA).

Como se usa en el presente documento, las enfermedades y trastornos relacionados con el déficit de hepcidina 
incluyen formas adultas y juveniles de hemocromatosis hereditaria, α-talasemia, β-talasemia y anemias 5
diseritropoyéticas congénitas, y enfermedades hepáticas crónicas que incluyen enfermedad hepática alcohólica y 
hepatitis B crónica y C.

Como se usa en el presente documento, un “polipéptido +ERFE” se refiere a un polipéptido ERFE que exhibe una 
actividad eritroferrona que es igual o similar a la de la eritroferrona humana y/o de ratón. La eritroferrona es un 10
polipéptido +ERFE. Como se usa en el presente documento, un “polipéptido ERFE” se refiere a un polipéptido ERFE 
que no muestra actividad eritroferrona y en algunas realizaciones interfiere con la actividad de polipéptidos +ERFE. 
La eritroferrona no es un polipéptido ERFE. Por lo tanto, el término “polipéptidos ERFE” se utiliza para referirse tanto 
a los polipéptidos +ERFE como a los polipéptidos ERFE. En otras palabras, un polipéptido ERFE puede ser un 
polipéptido +ERFE o un polipéptido -ERFE.15

Polipéptidos y Tratamientos +ERFE

La presente divulgación se refiere a métodos para usar uno o más polipéptidos +ERFE solos o en combinación con 
uno o más agonistas de la eritroferrona para tratar enfermedades y trastornos relacionados con el exceso de hepcidina 20
y/o los déficits de hierro, por ejemplo, anemia por inflamación, y anemia por deficiencia de hierro refractaria al hierro 
(IRIDA). Los polipéptidos +ERFE de la presente invención imitan la acción de la eritroferrona, es decir, exhiben la 
misma actividad o sustancialmente similar a la de la eritroferrona. La presente invención se refiere a métodos de uso 
de uno o más polipéptidos +ERFE para inhibir, suprimir o reducir la expresión de hepcidina o prevenir la expresión 
adicional de hepcidina.25

Polipéptidos y Tratamientos -ERFE

La presente divulgación se refiere a métodos para usar uno o más polipéptidos -ERFE solos o en combinación con 
uno o más antagonistas de la eritroferrona para tratar enfermedades y trastornos relacionados con los déficits de 30
hepcidina y/o la sobrecarga de hierro. La presente divulgación está dirigida a usar uno o más polipéptidos -ERFE para 
aumentar la expresión y/o las cantidades de hepcidina. Los polipéptidos -ERFE incluyen aquellos que compiten 
competitivamente con la eritroferrona por el receptor de la eritroferrona, y aumentan la expresión de hepcidina y/o las 
cantidades de hepcidina. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la presente divulgación está dirigida a los métodos de 
uso de uno o más polipéptidos -ERFE solos o en combinación con uno o más antagonistas de la eritroferrona para 35
tratar enfermedades y trastornos provocados por déficits de hepcidina, por ejemplo, β-talasemia o anemia congénita 
diseritropoyética, y toxicidad por hierro.

Por lo tanto, uno o más polipéptidos ERFE de la presente invención pueden administrarse a un sujeto, preferiblemente 
un mamífero tal como un humano. 40

Los polipéptidos ERFE se administran en forma de una composición farmacéutica. En algunas casos, los polipéptidos 
ERFE se administran en una cantidad terapéuticamente eficaz. Como se usa en este documento, una “cantidad 
terapéuticamente efectiva” es una cantidad que mejora los síntomas y/o la patología de una enfermedad dada del 
metabolismo del hierro en comparación con un control como un placebo.45

Una cantidad terapéuticamente eficaz se puede determinar fácilmente mediante métodos estándar conocidos en la 
técnica. Un experto en la técnica puede determinar las dosis que se administrarán, dependiendo de la gravedad clínica 
de la enfermedad, la edad y el peso del sujeto o la exposición del sujeto al hierro. Las cantidades efectivas preferidas 
de los compuestos de la invención varían de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, 50
preferiblemente de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal, y más preferiblemente de 
aproximadamente 0.5 a aproximadamente 2 mg/kg de peso corporal para formulaciones parenterales. Las cantidades 
efectivas preferidas para la administración oral serían hasta aproximadamente 10 veces más altas. Además, el 
tratamiento de un sujeto con un polipéptido ERFE o composición de la presente invención puede incluir un tratamiento 
único o, preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos. Se apreciará que las dosis reales variarán de acuerdo 55
con el polipéptido o composición ERFE particular, la formulación particular, el modo de administración y el sitio 
particular, el huésped y la enfermedad que se está tratando. También se apreciará que la dosis efectiva utilizada para 
el tratamiento puede aumentar o disminuir en el transcurso de un tratamiento particular. Los expertos en la materia 
pueden determinar las dosis óptimas para un conjunto dado de condiciones utilizando pruebas de determinación de 
dosis convencionales en vista de los datos experimentales para un polipéptido o composición ERFE dado. Los cambios 60
en la dosificación pueden resultar y ser evidentes mediante ensayos de diagnóstico estándar conocidos en la técnica. 
En algunas condiciones puede ser necesaria la administración crónica.

Las composiciones farmacéuticas de la invención se pueden preparar en una forma de dosificación unitaria apropiada 
para el modo de administración deseado. Las composiciones de la presente invención pueden administrarse para 65
terapia por cualquier vía adecuada que incluye oral, rectal, nasal, tópica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal y 
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parenteral (incluyendo subcutánea, intramuscular, intravenosa e intradérmica). Se apreciará que la ruta preferida 
variará con la condición y la edad del receptor, la naturaleza de la afección a tratar, y el polipéptido y la composición 
ERFE elegidos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de al 5
menos un polipéptido ERFE como se describe en el presente documento, y un vehículo o diluyente farmacéuticamente 
aceptable inerte. Tal como se usa en el presente documento, la frase “portador farmacéuticamente aceptable” pretende 
incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, 
agentes isotónicos y de retardo de la absorción, y similares, compatibles con la administración farmacéutica y 
conocidos en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el 10
compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones.

Los compuestos activos suplementarios también pueden incorporarse en las composiciones. Los compuestos activos 
suplementarios incluyen niclosamida, liposomas, agente de solubilización SL220 (NOF, Japón), Cremophor EL 
(Sigma), etanol y DMSO.15

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los polipéptidos ERFE y las composiciones de la presente invención se pueden 
determinar mediante procedimientos farmacéuticos estándar en cultivos celulares o animales experimentales, por 
ejemplo, para determinar la LD50 (la dosis letal para el 50% de la población) y la ED50 (la dosis terapéuticamente 
efectiva en el 50% de la población). La relación de dosis entre los efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico 20
y puede expresarse como la relación LD50/ED50. Se prefieren los polipéptidos ERFE que exhiben grandes índices 
terapéuticos. Si bien se pueden usar los polipéptidos ERFE que exhiben efectos secundarios tóxicos, se debe tener 
cuidado para diseñar un sistema de administración que dirija dichos polipéptidos ERFE al sitio del tejido afectado para 
minimizar el daño potencial a las células no infectadas y, por lo tanto; reducir los efectos secundarios.

25
Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y estudios en animales se pueden usar para formular un 
rango de dosis para uso en humanos. La dosificación de los polipéptidos ERFE de la presente invención se encuentra 
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca o ninguna 
toxicidad. La dosis puede variar dentro de este rango dependiendo de la forma de dosificación empleada y de la vía 
de administración utilizada. Para cualquier polipéptido ERFE usado en el método de la invención, la dosis 30
terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una 
dosis en modelos animales para lograr un rango de concentración circulante en plasma que incluya la IC50 (es decir, 
la concentración del compuesto de prueba que logra una inhibición de los síntomas a mitad del máximo) determinada 
en el cultivo celular. Dicha información se puede utilizar para determinar con mayor precisión las dosis útiles en los 
seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografía líquida de alto 35
rendimiento.

La presente invención también proporciona kits que comprenden uno o más polipéptidos ERFE y/o composiciones de 
la presente invención envasados junto con reactivos, dispositivos, material de instrucción o una combinación de los 
mismos. Por ejemplo, los kits pueden incluir reactivos utilizados para realizar ensayos, fármacos y composiciones para 40
diagnosticar, tratar o controlar trastornos del metabolismo del hierro, dispositivos para obtener muestras para analizar, 
dispositivos para mezclar reactivos y realizar ensayos, y similares.

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar la invención.
45

Experimentos

1. La función de la eritroferrona en la regulación del metabolismo del hierro dependiente de eritro

Producción de eritroferrona: los datos preliminares indican que el ARNm de Erfe aumentó mucho en la médula ósea 50
y el bazo después de la hemorragia y la inyección de EPO. La médula ósea y los tipos de células esplénicas que 
expresan el transcrito de Erfe en condiciones normales y durante la eritropoyesis del estrés se identificaron de la 
siguiente manera: En pocas palabras, se aislaron las células totales de bazo y médula ósea de ratones control y 
ratones flebotomizados (15 horas) y se clasificaron por citometría de flujo en función de Los niveles de expresión de 
Ter119, CD71 y dispersión hacia adelante. Véase, por ejemplo, Socolovsky 2007; Chen 2009. La expresión de ARNm 55
de Erfe se cuantificó mediante qPCR en cada población de células en relación con dos genes de mantenimiento. La 
expresión de Erfe aumentó masivamente en todas las etapas de eritroblastos después de la flebotomía en 
comparación con los ratones de control (FIG. 6) (ProE, EryA, B y C). Debido a la abundancia relativa de la etapa de 
EryB, estas células probablemente constituyen la principal fuente de eritroferrona en la médula. Para determinar si 
Erfe es realmente un producto específico para el eritroide, se puede realizar un análisis de qPCR de tejidos 60
representativos de ratones al inicio y después de la flebotomía.

Células hematopoyéticas. Para examinar la contribución de las células hematopoyéticas a la producción de 
eritroferrona bioactiva, se puede realizar un trasplante recíproco de médula ósea entre ratones Erfe-/- y Erfe+/+, después 
de la irradiación mieloablativa, utilizando autotrasplantes como controles. Tales experimentos se pueden realizar de 65
acuerdo con las directrices veterinarias recientes. Ver Duran-Struuck 2009. Después de dejar 3 semanas para la 
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recuperación eritropoyética y el cese de la reacción inflamatoria a la radiación y al trasplante, la supresión de la 
hepcidina 15 horas después de 500 μl de flebotomía puede usarse como lectura fenotípica. El predominio celular del 
injerto y del donante puede ser confirmado mediante la qPCR de la médula ósea para los alelos de Erfe intactos frente 
a los alterados, y la producción de Erfe se pueden evaluar mediante qRT-PCR (o ELISA, y similares). Se espera que 
el fenotipo sea transferido con la médula. En el improbable resultado alternativo, se pueden ensayar otros tipos de 5
células como la fuente de eritroferrona.

Regulación por la EPO - La EPO puede tener efectos duales en la expresión de la eritroferrona: 1) aumenta el número 
de células (eritroblastos intermedios) que expresan la eritroferrona al promover la supervivencia de los precursores a 
través de las etapas de eritroblastos proerythroblast-basophilic, o 2) puede regular directa o indirectamente 10
concentraciones las concentraciones de ARNm de eritroferrona. Debido a que Erfe está casi al máximo, 30 veces, 
aumentó ya 4 horas después de la inyección de EPO en ratones (Figura 4), momento en el cual el número de 
progenitores eritroides esplénicos o medulares aumenta solo ligeramente, el segundo mecanismo predomina y la 
respuesta a la EPO es probable que el eritroblasto sea autónomo. Sin embargo, la regulación por EPO se puede 
determinar por lo siguiente: En resumen, las células de médula ósea de ratón recién recolectadas se incuban durante 15
4 horas complementando el medio con concentraciones de EPO de 0-2.5 u/ml y luego clasificarán las células eritroides 
usando métodos conocidos en la técnica. Cada etapa de maduración eritroide se analizará mediante qRT-PCR para 
la expresión de Erfe en función de la dosis de EPO.

Debido a que la eritroferrona no es necesaria para la eritropoyesis basal, se espera que la eritroferrona esté regulada 20
por la vía de estrés del receptor de EPO (EPOR). Stat5 es el principal factor de transcripción de la ruta EPO-
EPOR/Jak2 para los genes activados por la eritropoyesis del estrés (Teglund 1998; Menon 2006) y el análisis de 3 
kilobases del ratón y del promotor de eritroferrona humana utilizando el software Genomatix mostró múltiples motivos 
de unión a GATA y elementos de unión Stat5 potenciales (u otros Stat). Por lo tanto, se puede verificar si la 
transcripción de Erfe está regulada por la ruta Stat de acuerdo con lo siguiente: Se cultivan precursores de eritroides 25
de hígado fetal de ratón y de médula de ratón (England 2011), se tratan con concentraciones graduales de EPO 
durante 4 horas con o sin inhibidores de Stat5 (pimozida o N'-((4-oxo-4H-cromen-3-il)metileno)nicotinohidracida) y el 
efecto sobre los niveles de ARNm de Erfe se evalúa mediante qPCR. Si los eritroblastos toleran mal la breve exposición 
a los inhibidores de Stat5, se puede usar la estirpe celular UT7 que experimenta la diferenciación eritroide durante el 
tratamiento con EPO o la estirpe celular continua CD36E, una estirpe celular progenitora eritroide que posee la 30
capacidad de producir hemoglobina (Wong 2010) o estirpe de células J2E (Greene 2002). Usando estas estirpes 
celulares y un promotor de Erfe, se realizó una mutagénesis dirigida al sitio de construcción de supuestos sitios de 
unión de Stat5 para probar el mecanismo por el cual la EPO regula el promotor de Erfe. Finalmente, si estos enfoques 
no tienen éxito en determinar si la vía STAT5 regula la expresión de Erfe, se pueden obtener ratones con EPOR-HM 
deficientes en la respuesta de STAT5 graduada y determinar si estos ratones regulan Erfe en respuesta a la EPO. Ver 35
Porpiglia 2012. Aunque es menos probable, una o más rutas alternativas de señalización del receptor de EPO podrían 
ser más importantes que STAT5 en la regulación de Erfe. En general, estas rutas son menos conocidas, pero incluyen 
las rutas PI3-quinasa y MAP-quinasa, y están implicadas predominantemente en la regulación de la supervivencia y 
proliferación de eritroblastos. Ver Richmond 2005; Bouscary 2003.

40
Dependencia de la dosis de EPO-Las dosis terapéuticas de EPO disminuyen la concentración de hepcidina incluso en 
condiciones de producción de EPO endógena normal o aumentada, e incluso en caso de inflamación y sobrecarga de 
hierro. Ver Huang 2009. Este importante efecto de la EPO no se comprende, y es importante porque puede contribuir 
a su eficacia terapéutica en la anemia de la inflamación y en la anemia del cáncer, donde la hepcidina está elevada y 
el hierro es secuestrado en los macrófagos. Se puede determinar la dependencia de la dosis de la respuesta del 45
ARNm de hepcidina hepática y la hepcidina sérica a dosis graduadas de EPO (inyección única, 0.2-200 U) en Erfe KO 
y animales heterocigotos en comparación con los controles WT. Como se muestra en los datos preliminares en ratones 
WT, la inyección de EPO tuvo un efecto idéntico a una flebotomía única en el transcurso del tiempo de la expresión 
del ARNm de hepcidina o Erfe, por lo que se espera que los ratones Erfe-/- inyectados con EPO no logren suprimir la 
hepcidina de manera similar a la Erfe-/- flebotomizada. Es posible que una vía alternativa que suprima la hepcidina se 50
manifieste en ratones Erfe-/- KO a concentraciones más altas de EPO. Aunque se informó un efecto directo de la EPO 
sobre la expresión de hepcidina (Pinto 2008), los autores de la presente invención no observaron dicha supresión en 
los experimentos. Si la EPO de dosis alta suprime la hepcidina en ratones Erfe-/-, se puede reexaminar si las altas 
concentraciones de EPO pueden suprimir el ARNm de hepcidina en el hígado de manera indirecta, tal vez actuando 
sobre poblaciones de células no hepatocíticas que también se pueden mezclar en algunos cultivos de hepatocitos 55
primarios.

Anemia por hemólisis. El modelo de hemólisis inducida por fenilhidracina se usa tradicionalmente para estudios de 
eritropoyesis por estrés en ratones, y la anemia está asociada con la supresión de hepcidina (Nicolas 2002). El modelo 
difiere de la anemia hemorrágica en que la recuperación depende del reciclaje de hemo y hierro. Se puede analizar el 60
efecto de la ablación de Erfe sobre la recuperación de la anemia hemolítica aguda después de una dosis única de 
fenilhidracina 100 mg/kg (Lim 1998). Los ratones se analizarán los días 2, 4 y 6 para el hemograma completo, la 
maduración eritroide por citometría de flujo, la expresión de hepcidina y los parámetros de hierro. Se espera que la 
hepcidina no se suprima en los ratones Erfe-/- y que tengan una recuperación retardada de la eritroides.

65
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Absorción de hierro dietética compensatoria y liberación de hierro de las reservas: En los seres humanos, la absorción 
de hierro en la dieta representa menos del 10% del total de las necesidades diarias de hierro y la mayor parte del 
hierro se deriva de los macrófagos que reciclan eritrocitos senescentes. Sin embargo, en los ratones alimentados con 
concentrado estándar, la absorción en la dieta proporciona casi el 50% de la necesidad diaria total de hierro. Ver 
Ramos 2011. Por lo tanto, para diferenciar si la ablación de Erfe tiene efectos distintos sobre la utilización del hierro 5
en la dieta versus el reciclado durante la recuperación de una hemorragia, las reservas de hierro en ratones y el 
contenido de hierro en la dieta pueden ser manipulados. Para evaluar el efecto sobre la deficiencia de Erfe en la 
absorción de hierro en la dieta, uno de ellos elimina las reservas de hierro al alimentar a los animales con una dieta 
de 4 ppm durante dos semanas. Una vez que las reservas de hierro son bajas, según lo confirmado por el análisis de 
referencia del hígado y el bazo en un subgrupo de ratones, otro grupo de animales son flebotomizados 500 μl y se 10
colocan en una dieta repleta de hierro (300 ppm). Para evaluar el efecto de Erfe en el reciclaje de hierro y la 
movilización de las reservas, los ratones se tratan previamente con dextrano de hierro para proporcionarles suficientes 
reservas de hierro para compensar la pérdida de sangre de 500 μl (300 μg de hierro), y una semana más tarde, se les 
realiza una flebotomización y se colocan en una dieta deficiente en hierro de 4 ppm. Se espera que la falta de supresión 
de hepcidina en ratones Erfe KO impida el aumento compensatorio tanto en la liberación de hierro almacenado como 15
en la absorción de hierro de la dieta. Otros resultados plantearían la posibilidad de una regulación diferencial del 
transporte de hierro intestinal frente al macrófago según lo informado por otros (Chaston 2008) o rutas redundantes 
para su regulación.

Otra posible actividad: Es posible que Erfe ejerza alguna influencia en el entorno medular. Para detectar efectos 20
principales, se puede comparar la morfología de las secciones de fémur en ratones con sobreexpresión de Erfe, Erfe-

/- y WT. Para la comparación del linaje eritroide en estos ratones, se puede analizar el bazo total y las células de la 
médula ósea por citometría de flujo en función de los niveles de expresión de c-kit, Ter119, CD71 y/o CD44. Ver 
Socolovsky 2007; Chen 2009.

25
2. Caracterización de la eritroferrona, su actividad y mecanismo de acción.

La masa y la composición de la eritroferrona, incluidas sus isoformas intracelulares y extracelulares, y realizan un 
análisis de eliminación de dominios para establecer sus componentes funcionales pueden caracterizarse. También se 
puede determinar si la eritroferrona se secreta en la circulación y si ejerce su efecto directamente sobre el hígado. Se 30
pueden usar formas recombinantes y/o sintéticas de eritroferrona para examinar su efecto sobre la expresión de 
hepcidina in vivo e in vitro. El impacto de la eritroferrona en los precursores eritroides y su diferenciación se puede 
examinar, así como el receptor de la eritroferrona.

Características fisicoquímicas y de composición: se puede realizar una transfección transitoria a escala media de 35
células HEK293T (Freestyle 293 Expression System, Invitrogen) con un plásmido que codifica una secuencia de ADNc 
de eritroferrona de ratón y humana fusionada con un FLAG terminal C y una etiqueta de 6-histidina. La expresión en 
células de mamíferos aumenta la probabilidad de que la proteína recombinante esté lo más cerca posible de la forma 
nativa. La forma intracelular de los lisados celulares y la forma secretada del medio pueden purificarse y analizarse. 
Basándose en la experiencia anterior, se prefiere la purificación en 2 etapas para obtener una proteína 40
satisfactoriamente pura que pueda usarse para tratamientos in vivo e in vitro. Por lo tanto, la purificación inicial de la 
eritroferrona recombinante se puede realizar principalmente utilizando perlas de afinidad específicas para una de las 
etiquetas terminal C es y la purificación final se puede realizar mediante HPLC. Para protegerse contra la posible 
inhibición de la actividad durante la purificación o mediante etiquetas, también se puede probar la actividad de las 
fracciones parcialmente purificadas y de la proteína tratada para eliminar las etiquetas. La proteína purificada se puede 45
caracterizar en cuanto al tamaño mediante cromatografía de permeación de gel y SDS-PAGE, y luego la secuencia 
se puede determinar mediante la degradación de Edman en el extremo de terminal N y mediante la escisión de 
endoproteasas y la fragmentación por espectrometría de masas. Usando transferencias de Western con anticuerpos 
contra la eritroferrona, se puede comparar el tamaño de la proteína recombinante con Erfe secretada por eritroblastos 
murinos estimulados con EPO en el cultivo.50

Polipéptidos ERFE y Actividad— Se pueden analizar las formas funcionales y los dominios de los polipéptidos ERFE 
mediante dos enfoques complementarios. En el primero, ERFE soluble y derivado de células, parcial o completamente 
purificado, se analiza para determinar la bioactividad mediante inyección en ratones. En el segundo enfoque, los 
métodos de administración lentiviral se utilizan para estudiar las variantes de Erfe en las que la proteína se modifica 55
para eliminar partes o la totalidad de sus dominios estructurales individuales. Inicialmente, se puede sustituir una 
secuencia de señal genérica y someter la proteína a un análisis de truncamiento de terminal N para eliminar el dominio
de terminal N (NTD1) y/o el dominio de colágeno (FIG. 12) para determinar si estos son críticos para la actividad de 
Erfe en vivo El dominio de terminal N 2 (NTD2) puede ser más difícil de eliminar completamente porque es probable 
que su Cys142 participe en el emparejamiento de disulfuro, pero al menos su mitad de terminal N se eliminará. Sobre 60
la base de su homología con otras citoquinas, se espera que el terminal C similar a TNF sea el resto activo y que los 
otros dominios faciliten la síntesis, la secreción o una posible función alternativa como la señalización célula a célula 
de la forma asociada membrana de erfe. En ambos enfoques, la lectura 4-15 horas más tarde incluirá hepcidina sérica 
mediante un inmunoensayo y mediciones de qPCR de la expresión del ARNm de hepcidina en el hígado. Para evitar 
la interferencia de la señal de hierro fuerte que estimula la hepcidina cuando los ratones están en una dieta “estándar”65
(típicamente 270-300 ppm) que provoque una sobrecarga leve de hierro, los ratones pueden colocarse en niveles 
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bajos (4 ppm de Fe) o suficientes (50 ppm de Fe) Dieta de hierro durante 2 semanas antes de la inyección. Este 
preacondicionamiento asegurará la capacidad de respuesta de la hepcidina a los estímulos positivos y negativos.

Maduración Eritroide. La eritroferrona también podría ejercer efectos sobre la expansión y la maduración eritroides, ya 
sea directamente o por medio de sus efectos sobre el suministro de hierro. Se demostró que la reposición de hierro 5
después de la anemia por deficiencia de hierro aumenta las células eritroides nucleadas 2.5 veces, y los eritroblastos 
hasta 3.9 veces, lo que indica que la disponibilidad de hierro limita la expansión del eritroblasto. En estudios 
preliminares, se utilizó la citometría de flujo (marcadores Ter119, CD71, CD44) (Socolovsky 2007; Chen 2009) para 
analizar la maduración de eritroblastos en la médula ósea y el bazo de ratones de tipo silvestre, de tipo heterocigoto 
y de KO en comparación con ratones de la camada controles no tratados 72 horas después de la flebotomía, las 10
células eritroides en ratones Erfe-/- parecían ser menos maduras que en WT y heterocigotos, pero no se observaron 
más células muertas, lo que sugiere que Erfe no desempeña una función en la protección de los eritroblastos contra 
la apoptosis. Debido a que los ratones KO parecen tener relativamente menos precursores inmaduros (eritroblastos 
tempranos) y la apoptosis no parece estar alterada en los ratones Erfe KO, es posible que Erfe pueda desempeñar 
una función en la regulación de la proliferación y diferenciación progenitoras tempranas.15

Se puede estudiar la función de la eritroferrona en la eritropoyesis mediante citometría de flujo de progenitores 
esplénicos y de médula ósea recolectados a diversos intervalos después de la exposición eritropoyética y los 
progenitores hepáticos fetales bien cultivados, comparando los ratones Erfe KO con los ratones WT. También se 
pueden estudiar los efectos de la eritroferrona inyectada en la eritropoyesis utilizando métodos similares en ratones 20
tanto Erfe KO como WT. La diferenciación de los eritroblastos puede caracterizarse por la expresión de Ter119, CD71 
y/o CD44. La señalización de apoptosis y la muerte celular pueden evaluarse mediante tinción con AnnexinV y 7-
amino-actinomicina D (7-AAD), respectivamente.

Los tratamientos de Erfe in vivo seguidos por el análisis citométrico de flujo de los números de precursores eritroides 25
y la distribución entre las etapas de maduración demostrarán cualquier efecto significativo de Erfe sobre la proliferación 
o maduración de los precursores eritroides. Sin embargo, no establecerán si los efectos están mediados por el hierro 
y la hepcidina o por el efecto directo de Erfe sobre los precursores de eritroides. Para responder a esta pregunta, se 
puede estudiar el efecto de Erfe agregado a los cultivos de precursores eritroides de hígado fetal donde el hierro 
(holotransferrina) está presente en el medio y las concentraciones de hepcidina son muy bajas. Se puede realizar un 30
cultivo in vitro de 14.5-15.5 días de precursores de eritroides de hígado fetal de ratones WT y Erfe-/- en presencia o 
ausencia de Erfe recombinante agregado. La maduración de los precursores eritroides se puede analizar mediante 
citometría de flujo como antes. En todos estos estudios, se pueden comparar las poblaciones de precursores o los 
índices de muerte celular/apoptosis entre los ratones Erfe KO y WT y entre las condiciones tratadas con Erfe- y 
simulado.35

Receptores para ERFE. Sobre la base de la similitud de la eritroferrona con el TNFα, el receptor de eritroferrona puede 
pertenecer a la familia del receptor de TNF (TNFR). Varios receptores en esta familia son huérfanos, es decir, carecen 
de ligandos conocidos. Ver Bossen 2006. Por lo tanto, se puede seleccionar la biblioteca de expresión de la familia 
conocida de TNFR murina y humana mediante citometría de flujo. Las construcciones del receptor se pueden expresar 40
de forma transitoria en células HEK293 (Bossen 2006) y se pueden teñir con la forma etiquetada con FLAG de 
eritroferrona murina o humana (Figura 10G), seguido de un anticuerpo biotinilado anti-FLAG M2 y estreptavidina 
acoplada a PE. Si ninguno de la familia TNFR conocida se une a la eritroferrona, se puede realizar un cribado robótico 
de alto rendimiento de todas las moléculas similares a receptores de un banco de expresión de ADNc de ratón y 
humano utilizando células adherentes en placas de 384 pocillos y microscopía fluorescente de alto rendimiento. Los 45
aciertos pueden ser sometidos a confirmación de citometría de flujo. El patrón de expresión de todos los receptores 
identificados se puede analizar mediante el examen de las bases de datos de expresión de tejidos (por ejemplo, 
Nextbio Body Atlas) para confirmar que el receptor se expresa en el tejido objetivo de la eritroferrona (hepatocitos si 
el mediador actúa directamente), y para identificar posibles potenciales Tejido y dianas de órganos para eritroferrona.
También se puede emprender un enfoque bioquímico para identificar proteínas que interactúan con la eritroferrona. 50
La eritroferrona y/o los polipéptidos ERFE pueden inmovilizarse en perlas magnéticas y usarse para extraer cualquier 
proteína de unión de la membrana o lisados celulares de hepatocitos primarios de ratón (u otros tipos de células 
identificadas como dianas ERFE en estudios anteriores). El complejo se puede identificar usando HPLC-
espectrometría de masas. Una vez que se identifica el receptor de eritroferrona, se puede usar su similitud con otros 
receptores (si los hay) para identificar sus posibles mecanismos de señalización.55

3. Si la eritroferrona aumenta en los trastornos de sobrecarga de hierro asociados con la supresión con hepcidina

Las concentraciones de eritroferrona en voluntarios sanos y muestras de suero del paciente, así como en modelos de 
ratones, pueden analizarse para confirmar que la eritroferrona actúa como un supresor patológico de hepcidina en 60
anemias con eritropoyesis inefectiva.

Concentraciones de eritroferrona normales y patológicas: Se pueden usar anticuerpos anti-eritroferrona dirigidos 
contra la eritroferrona y/o los polipéptidos ERFE para determinar las concentraciones normales y anormales de 
eritroferrona en los sujetos. Se encontró que los anticuerpos de Erfe anti-ratón contra dos epítopos diferentes de la 65
proteína Erfe reaccionaban fuertemente con la proteína recombinante en transferencias de Western (Figura 9C). Los 
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ensayos ELISA pueden usarse para medir los niveles circulantes de ERFE en sujetos que incluyen sujetos normales 
y sujetos después de una flebotomía, anemia hemolítica o durante la recuperación de la anemia, y sujetos que padecen 
trastornos de hierro, incluida anemia por deficiencia de hierro y diversas formas de talasemia, incluida la talasemia 
intermedia.

5
Ablación de Eritroferrona. La hepcidina es deficiente en pacientes con talasemia intermedia (Papanikolaou 2005; Origa 
2007) y esto explica por qué estos pacientes hiperabsorben el hierro de la dieta y desarrollan una sobrecarga de hierro 
incluso sin transfusiones de eritrocitos o cualquier otra fuente de hierro no dietético. Para explorar la función de la 
eritroferrona como un supresor de hepcidina patógeno en la β-talasemia, se pueden analizar los efectos de la ablación 
de Erfe sobre la expresión de hepcidina y la sobrecarga de hierro hepática en un modelo de ratón para la 10
intermediación de talasemia, como Hbbth3/+. El ratón Hbbth3/+ es el más grave de los dos modelos disponibles de β-
thalassemia intermedia, con niveles de Hb de 7 a 9 g/dL, concentraciones de EPO circulantes incrementadas de 5 a 
10 veces y eritropoyesis inefectiva que incluye sitios extramedulares. Presenta hepcidina baja, pero eventualmente se 
eleva a niveles “normales” a medida que la sobrecarga hepática de hierro aumenta de 3 a 5 veces la de los controles 
de tensión a los 6 meses de edad. Ver Gardenghi 2007; Nai 2012.15

Por ejemplo, los niveles de Erfe se midieron en ratones Hbbth3/+ de 6 meses y sus controles de la cepa WT para 
determinar si los niveles altos de Erfe podrían ser responsables de los niveles inadecuadamente bajos de hepcidina. 
Se demostró que el ARNm de Erfe aumentó considerablemente en la médula ósea y el bazo de los ratones Hbbth3/+

en comparación con los ratones WT (Figura 11). Para probar si el aumento de Erfe es responsable de la sobrecarga 20
de hierro observada en este modelo, se puede determinar el efecto de la ablación de la expresión de Erfe. El gen Erfe 
se encuentra en el cromosoma 1 del ratón y el gen de la globina beta en el cromosoma 7 del ratón y, por lo tanto, se 
pueden generar ratones Erfe-/- Hbbth3/+ mediante la reproducción como se hizo para otros genes en los ratones 
intermedios con talasemia. Ver Nai 2012; Gardenghi 2010. Los ratones Hbbth3/+ con fondo C57B/6J pueden obtenerse 
de Jackson Labs (B6.129P2-Hbb-b1tm1Unc Hbb-b2tm1Unc/J, número de reserva, 002683).25
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Habiendo descrito de este modo realizaciones ejemplares de la presente invención, los expertos en la técnica deberían 
observar que las descripciones internas son solo ejemplares y que se pueden realizar varias otras alternativas, 
adaptaciones y modificaciones dentro del alcance de la presente invención. Por consiguiente, la presente invención 
no está limitada a las realizaciones específicas como se ilustra en este documento, sino que está limitada únicamente 30
por las siguientes reivindicaciones.
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<400> 16
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<210> 17
<211> 134
<212> PRT
<213> Homo sapiens5
<400> 17

10

<210> 18
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial15
<220>
<223> Péptido sintético basado en secuencias de Homo sapiens y Mus musculus.
<400> 18
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que reconoce específicamente un polipéptido ERFE o una composición del mismo para 
uso en el tratamiento una enfermedad de sobrecarga de hierro y/o trastorno asociado con niveles anormalmente bajos 
de hepcidina, en el que el polipéptido ERFE comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de al menos una 5
de las SEQ ID NO: 1, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12-14, AHSVDPRDAWMLFVX1QSDKGX2N (SEQ ID NO: 5) en donde X1 es R 
y X2, es V; VX1RRALHELGX2YYLPX3 (SEQ ID NO: 8) donde X1 es E, X2, es V y X3, es D; X1MGLE 
X2SSELFTISVNGVLYLQ (SEQ ID NO: 11) en donde X1 es I y X2, es S; y SLTVRSGSHFSAX1LLGX2 (SEQ ID NO: 15) 
en donde X1 es V y X2, es V, en el que la enfermedad de sobrecarga de hierro y/o el trastorno asociado con niveles 
anormalmente bajos de hepcidina se seleccionan del grupo que consiste en: síndromes mielodisplásicos, 10
hemocromatosis hereditaria, anemias por carga de hierro, hepatopatías alcohólicas, hepatitis C crónica, alfa-talasemia, 
beta-talasemia, anemias diseritropoyéticas congénitas y hepatitis B crónica.

2. El anticuerpo monoclonal o una composición del mismo para el uso de la reivindicación 1, en el que la composición 
comprende un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.15

3. El anticuerpo monoclonal o una composición del mismo para el uso de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en 
el que el anticuerpo monoclonal se genera contra un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 1.
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