
CH_TC
HC\

Facultad de C¡encias

Universidad de Ch¡le

RoL DE Hcpl y FLVcR EN LA ABSoRclÓN lruresrl¡¡lt-

y TRANSpoRTE TRANSEPITELIAL oe re neruiutco.

Tesis

Entregáda a la

Un¡ver§¡dad de Chile

en cumplimiento parcial de los requis¡tos

para optar al grado de

Magíster en Cienc¡as Biológicas con Mención en

Biología Molecular, Celular Y Neuroc¡enc¡as

Facullad de Cienc¡as

Por

Solange Mar¡e lsabelle Le Blanc Soto

D¡c¡embre, 2008

Santiago - Chile

Director de Tesis: Dr. Marco Tulio Núñez González

Co-Director de Tesis: Dr. Miguel Arredondo Olguín

W¡i

::;;;;4"?
a -:t.-lP":'"-1'.



bs ,1 ''lz-o?

FAGULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBAGION
TESIS DE MAGISTER

Se infoma a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis
de Magfster presentada por la candidata

SOLANGE MARIE ISABELLE LE BLANC SOTO

Ha sido aprobada por la comisión de Evaluación de la tesis como requisito
para optar al grado de Mag¡ster en Ciencias con mención en Biología
Molecular Gelular y Neurociencias, en el examen de Defensa de Tesis rendido
el día 28 de Agosto del 2008.

Director de Tesis:
Dr. Marco Tulio núñez:

Co-D¡rector:
Dr. Miguel Arredondo:

Comisión de Evaluación de la Tesis

Dr. Julio Alcayaga:

Dr. Daniel Wolff :



"Eres maestro de lo que has vivido,

artesano de Io que estás viviendo

y aprendiz de lo que viv¡rás."

R¡chard Bach

HfiiñIiiaJr CI¡tiE . .ü
\ *_---:- --

ul



AGRADECIMIENTOS

A m¡s Padres Hugo y Eliana, y a mi hermana Nicole, por su amor incondicional,

por haber creído y confiado siempre en mi, y darme las herramientas que me han

permitido lograr todas mis metas.

A Percy y Chabe, por su amor y confianza, y por la enorme ayuda que me han

dado a lo largo de toda mi vida.

A Cinthia, por todo su apoyo y amistad, por ayudarme a superar los momentos

difíciles y compart¡r los felices. A toda su familia, en especial a la Tía Patty, Tía Marta, y

Tamara, por hacerme sentir siempre como un integrante más de su familia.

A mi gran am¡ga Lore, mi gran compañera, por su amistad incondicional, por

estar siempre ahí. A mi amigo Mauro, por sus consejos y por creer siempre en mi.

A todas las personas del Laboratorio de Micronutrientes del INTA, en especial a

los amigos que alegran cada día de trabajo: Angélica, Paula, Seba y Valeria. Por todos

los momentos fel¡ces y por aquellos tamb¡én estresantes que gracias a su compañía

eran más fáciles de sobrellevar.

A Miguel Arredondo, por confiar siempre en mí, por su apoyo, amistad y gran

pac¡encia- Al Dr. Tulio Núñez, por su confianza y guía.

Al Dr. Alcayaga y al Dr. Wolff por sus consejos y correcciones.

1V



ÍNolce oe coNTENrDos

r. rHrnooucclóN

Hipótesis de Trabajo

Objetivo General

Objetivos Específicos

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Materiales

2.2.'l Reactivos

2.2.2 Equipos

2.1.3 Materiales de cultivo

2.1 .4 Mater¡al Biológ¡co

2.2 Métodos

2.2.1 Cultivo celular

2.2.2 Digestión de hemoglobina

2.2.3 Obtención de 55Fe-hem

2.2.4 Inh¡bición de la síntesis endógena de hem

2.2.5 Transfección de células Caco-2 con vectores

SureSilencing shRNA

2.2.6 Ensayos de captación y transporte de ssFe-hem

2.2.7 Ensayos de transporte de ZnPP

2.2.8 Ensayos de transporte de hem

2.2.9 Obtenc¡ón de células Caco-2 somet¡das a d¡stintos

estímulos con hem y Fe no-hemínico

2.2.10 Exlracción de RNA de élulas Caco-2

2.2.11 PCR en tiempo-real

2.2. 1 2 Ertt ados celulares

2.2.13 Determinación de hem y Fe intracelular

,|

16

16

17

l8

18

18

19

19

20

21

21

21

22

22

22

23

24

25

25

25

26

27

27



333.2

ót

2-2.14 Medición de la actividad enz¡mática de la Hem

oxigenasa (HO)

2.2.1 5 Análisis estadístico

3. RESULTADOS

3.1 Determinación de los niveles de expresión

relativos de mRNA de HCPI y FLVCR en células

Caco-2 sometidas a un estímulo con hem por

distintos tiempos

Efecto de la concentración de hem extracelular en

los niveles de expresión relativos de mRNA de

HCP1 y FLVCR en células Caco-2

Expresión de mRNA de HCPI y FLVCR en

respuesta a un estímulo de Fe no-hemínico

Transporte transepitelial de hem en células Caco-2

lnh¡b¡ción de la expresión de HCPI y FLVCR en

células Caco-2

Contenido de hem, Fe total y expresión de mRNA

de HO-1 y FLVCR en células Caco-2 HCPI-RNA|

Captación de ssFe-hem en células Caco-2 HCPI-

RNAi

Conten¡do de hem, Fe total y expresión de mRNA

de HO-1 y HCPI en células Caco-2 FLVCR-RNA¡

Exportación de ZnPP en células Caco-2 FLVCR-

RNA¡

4. DTSCUSTÓN

4.1 Expres¡ón de mRNA HCP1 y FLVCR en respuesta

a hem

4.2 Transporte transepitelial de hem en células Caco-2

4.3 Rol de HCPI en la captación de hem

4.4 Papel de FLVCR en la salida de hem

2A

¿ó

29

29

40

43

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

44

46

49

51

54

55

58

59

61

vi



5. CONCLUSTONES

6. BIBLIOGRAFIA

65

66

,"é,"d-+\Á
,l:iru+;91i:l l.rt'3t:- ,'j
''ter-il:1"

vl1



ÍNDIGE DE FIGURAS

Figura I Contenido de Fe interno (A) y hem interno (B) en 30

células Caco-2 tratadas con hem 50 pM a diferentes

tiempos

Figura 2 Expresión relativa de mRNA y act¡vidad enz¡mática de 31

HO-1 en el tiempo

Figura 3 Expresión relat¡va de mRNA de HCPí y FLVCR frente 32

al tiemPo de estímulo con hem

Figura 4 Contenido de Fe y hem ¡nterno en células Caco-2 33

tratadas con concentraciones crecientes de hem por 12

horas

Figura 5 Expres¡ón relativa de mRNA de HO-1 y act¡vidad 35

enzimática en células Caco-2 somet¡das a distintas

concentraclones de hem por 12 horas

Figura 6 Variación de la expresión relativa de mRNA de HCP1 y 36

FLVCR en respuesta a conceniraciones crecientes de

hem a las 12 horas de estímulo

Figura 7 Contenido de Fe y hem intracelular en células Caco-2 38

expuestas a concentraciones crecientes de Fe no-

hemínico por 12 horas

Figura 8 Efecto del Fe no-hemínico en la expresión de mRNA de 39

HO-1 , HCP1 y FLVCR en élulas Caco'2 a las I 2 horas

de estímulo

Figura 9 Contenido de hem intracelular en células Caco-2 41

expuestas a SA 1 mM por diferentes tiempos

F¡gura 10 Transporte de hem en células Caco-2 tratadas con SA 42

1mM

Figura 11 Porcentaje de inhibición de la expresión de mRNA de 44

HCPI (A) en las líneas HCPI-RNAi y FLVCR (B) en las

lÍneas FLVCR-RNA|

v111



Figura 12 Conten¡do de Fe (A) y hem ¡ntracelular (B) en células 45

Caco-2 HCPt-RNA|

Figura 13 Expresión relativa de mRNA de (A) HO-1 y (B) FLVCR 46

en células HCP'1-RNAi

Figura 14 Captac¡ón de usFe-hem por células HCPI-RNA| 47

Figura 15 Captac¡ón de 55Fe-hem por células tratadas con 48

colchicina

Figura 16 Contenido de Fe (A) y hem intracelu¡ar (B) en células 50

Caco-2 FLVCR-RNA|

Figura 17 Expresión relativa de mRNA de (A) HO-1 y (B) HCPI 5l

en células FLVCR-RNA|

Figura 18 Salida de ZnPP de células Caco-2 FLVCR-RNA| 52

Figura 19 Porcentaje de Z1PP exportada hacia los 53

compartimientos apical y basolateral

Figura 20 Modelo propuesto para la absorción intestinal de hem 64

lx



ABREVIATURAS

ALA : ó-am¡nolevul¡nato

BSA : Albúmina sér¡ca de bovino

BVR :B¡l¡verdina reductasa

cDNA :Ácido desoxirribonucleico complementar¡o

CP : Motivo cisteina-prolina

cRNA : Ácido ribonucle¡co complementario

DCTI : Transportador de cationes divalentes 1

DcytB : C¡tocromo duodenal B

DEPC : Dietilpirocarbonato

DMEM : Med¡o Eagle modificado por Dulbecco

DMSO : Dimetil sulfóxido

DMTI : Transportador de metales divalentes 1

DNA : Ácido desoxirribonucleico

s : Coeficiente de absorción molar

EDTA :Ác¡do et¡lend¡am¡notetraacético

Fe :Hierro

Fe-NTA : Hierro-Nitr¡loacetato

FePP : Protoporfirina férrica

Fn : Ferritina

FeLVC : V¡rus de leucemia felino, subgrupo C

FLVCR : Receptor del virus de leucemia felino, subgrupo C

HCPI : Proteína transportadora de hem 1

HH : Hemocromatosis hereditaria

x



HO : Hem ox¡genasa

IMDM : Medio Dulbecco mod¡ficado por lscove

IRE : Elemento que responde a hierro

IREG1 : Proteína regulada por h¡erro 1

IRP : ProteÍna reguladora de hierro

kDa :kiloDalton

MARE : Elementos de reconocimiento de Maf

MFS : Superfamilia facilitadora principal

MBq :Mega Bequerel

mRNA : Ácido ribonucleico mensajero

MOPS :Ácido 3-(N-morpholino)propanosulfonico

MTP : Proteína transportadora de metales

NADPH : Nicotinamida-aden¡na d¡nucleótido fosfato

Nramp2 : Proteína de macrófago asociada a resistencia natural 2

Nrf2 : Factor relacionado a NF-E2 2

NTA : Nitr¡loacetato

ON : Over night

pb : pares de bases

PBS :Tampón fosfato salino

RNA : Ácido ribonucleico

RNA¡ : RNA de interferencia

rpm : Revoluciones por minuto

RTf : Receptor de transferrina

RT-PCR : Transcripción reversa - Reacción en cadena de la

polimerasa

x1



SA : Succinilacetona

SFB : Suero fetal bovino

TEER : Resistencia eléctrica transepitelial

Tf : Transferr¡na

ZnMP : Mesoporfirina de cinc

ZnPP : Protoporfirina de cinc

xll



RESUMEN

El hierro (Fe) es un elemento vital para la gran mayoría de los organismos debido

a que participa en múltiples procesos metabólicos esenciales. Sin embargo, puede

llegar a ser tóxico si se encuentra en exceso. En la dieta, el Fe se encuentra como Fe

hemínico o Fe inorgánico. Su absorción ocurre principalmente a n¡vel de duodeno y es

llevada a cabo por células absortivas espec¡alizadas, llamadas enterocitos. La

captación de Fe hemínico y Fe inorgánico ocurre a través de vías diferentes, las que

presentan una eficiente regulac¡ón, lo que permite mantener la homeostasis de Fe

corporal.

El mecanismo por el cual el Fe hemínico o hem es captado por los enterocitos

duodenales ha sido poco estudiado. Recientemente se han identificado dos proteínas

involucradas en el transporte de hem: un transportador intestinal de hem denominado

HCPí, encontrado en duodeno de ratón, y un exportador de hem en élulas eritroides

humanas, FLVCR. HCP l se expresa en altos niveles en la línea celular Caco-2, -un

modelo de epitelio intestinal humano- y se ha reportado que cuando es sobre-

expresado en estas células la absorción de hem aumenta. El rol de FLVCR en el

transporte de hem a nivel intestinal no ha sido invest¡gado, pero dado que también se

expresa en altos niveles en células Caco-2 posiblemente esté implicado igualmente en

la absorción del hem desde la d¡eta.

Basados en la hipótesis de que las proteínas HCPI y FLVCR participan en la

captación apical y la salida basolateral de hem, respect¡vamente, investigamos en

células Caco-2 el efecto de un estímulo de hem en Ia expresión de HCPI y FLVCR, asi

xlll



como sus func¡onal¡dad en la captac¡ón ap¡cal, salida basolateral y en el transporte

transepitelial de hem. Además, utilizando la técnica de RNA de interferencia para

silenciar la expresión de HCPI y FLVCR, evaluamos la partic¡pac¡ón de estos en el

transporte ap¡cal y basolateral de hem.

Nuestros resultados indican que Ia expresión de HCPI y FLVCR es regulada

negat¡vamente al aumentar la concentración de hem intracelular. Encontramos que

muy probablemente HCPI participa en la captación apical de hem, mientras que

FLVCR no parece tener de un rol directo en la salida basolateral de éste. S¡n embargo,

es posible que FLVCR participe en otros aspectos del metabolismo de hem ya que la

¡nhib¡ción de su expresión produjo la disminución de los n¡veles de HCPI y el aumento

de los niveles de hem oxigenasa-l. Nuestra observación de que el hem puede

atravesar de forma intacta la célula intestinal, indica la existencia de un transportador

de salida de hem diferente a FLVCR.

xlv



ABSTRACT

lron (Fe) is an essential element for most organisms, s¡nce it ¡s involved in

multiple essential metabolic processes. However, it becomes toxic when ¡t is ¡n excess.

ln the diet, Fe is found as heme or inorganic Fe, and its absorption is carried out by

duodenal enterocytes. The uptake of heme and inorganic Fe occurs through different

pathways and both must be highly regulated to mainta¡n body Fe homeostasis.

The mechanism by which heme Fe is taken up by duodenal enterocytes has been

scantly studied. Recently, two proteins ¡nvolved in heme transport have been identified:

HCP1, an ¡ntest¡nal heme transporter found in mouse duodenum, and FLVCR, a heme

exporter found in human erythroid cells. HCPI is expressed in high levels ¡n the Caco-2

cell line, a model for human ¡ntestinal epithelium, and its over-expression increases

heme absorption. The role of FLVCR in intestinal heme transport has not been

¡nvestigated, but since ¡t is expressed in high levels in Caco-2 cells, FLVCR may also

be involved in the absorption of heme from the diet.

Based on the hypothes¡s that the membrane proteins HCPI and FLVCR are

involved ¡n the apical uptake and the basolateral export of heme, we assessed in Caco-

2 cells the effect of a heme stimuli in the expression of HCP'1 and FLVCR, as well as

the¡r functionality in apical uptake, basolateral exit and transepithelial transport of heme.

Moreover, using the technique of ¡nterference RNA to s¡lence the expression of HCPI

and FLVCR, we evaluated their participation in apical and basolateral heme transport.
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We found that the express¡on of both HCPI and FLVCR was negatively regulated

by intracellular heme concentration. HCPí was apparently involved in the ap¡cal uptake

of heme by Caco-2 cells, while FLVCR does not seem to have a d¡rect role in the

basolateral export of heme. Nevertheless, FLVCR may be involved in the metabolism

of heme, since ¡ts knock-down decreased HCPl levels and increased heme

oxygenase-1 levels. We also found that heme could be transported ¡ntact across the

intestinal cell, indicat¡ng the existence of a heme exporter d¡fferent to FLVCR.
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I.INTRODUCCIÓN

EI h¡erro (Fe) es el cuarto elemento más abundante sobre la corteza terrestre y el

segundo metal más abundante luego del aluminio (Crichton y Charloteaux-Wauters,

1987). Durante la evolución los organismos vivos han seleccionado e¡ h¡erro para llevar

a cabo un gran número de procesos biológicos esenciales. Dentro de los roles vitales

del Fe se encuentran el transporte, almacenam¡ento y activación de oxígeno molecular,

transporte de electrones, fosforilación oxidativa, síntesis de nucleótidos y detoxificación

celular (Fontecave y Pierre, '1993),

La importancia b¡ológ¡ca del Fe es atribuida a sus propiedades quím¡cas de

elemento de transición. A pH fisiológico y en medio acuoso, el estado redox del Fe

puede variar rápidamente entre Fe(ll) y Fe(lll). La transferencia de un electrón entre

estos estados es llevada a cabo fácilmente; agentes reductores comunes convierten el

Fe férr¡co a Fe ferroso mientras que el oxígeno molecular promueve la reacción

reversa. Estas prop¡edades convierten al Fe en un elemento muy útil en el sitio

catalítico de reacciones b¡oquimicas fundamentales (Crichton y Charloteaux-Wauters,

1987; A¡sen y col., 2001).

Por otra parte, estas mismas propiedades químicas hacen del Fe un elemento

tóxico si se encuentra en exceso. El Fe(ll) es extremadamente sensible al oxígeno, por

lo que el Fe libre no unido a proteínas promueve la formación de radicales libres al

participar en la reacción de Haber-We¡ss-Fenton (Fontecave y Pierre, 1993). En esta

secuencia de reacciones el Fe junto con peróxido de hidrógeno (H2O2) genera

radicales hidroxilo (.OH), probablemente el oxidante más poderoso encontrado en



sistemas b¡ológ¡cos, el cual reacc¡ona con proteínas, ácidos nucleicos y carbohidratos,

e in¡cia la peroxidación l¡pídica (Aisen y col., 2001). Por lo tanto, es de gran ¡mportancia

mantener la homeostasis de Fe para asegurar el suministro pero a la vez prevenir su

acumulación (Hentze y Kühn, 1996).

La def¡c¡enc¡a de Fe es la carencia nutricional más común a nivel mund¡al, e

incluye un amplio espectro de cond¡c¡ones que van desde una depleción moderada de

Fe sin alteraciones fisiológicas hasta anemia por def¡ciencia de Fe (Burke y col,, 2001).

Aproximadamente el 15o/o de la población mund¡al sufre de este tipo de anemia, cuya

prevalenc¡a es de 50% en paises en vías de desanollo y de 10% en paÍses

desarrollados (Denic y AgaMal, 2007). La deficiencia de Fe contr¡buye a disminuir la

función inmune y el desarrollo cogn¡t¡vo, además de estar relacionada con otras

patologías (Wessling-Resnick, 2000). Por otra parte, la sobrecarga de Fe conlleva a

daño celular y tisular permanente, pudiendo causar serias complicaciones médicas

como cirrosis, cáncer de hígado, diabetes, cardiomiopatia y arlritis. La sobrecarga es

menos común que la deficiencia de Fe y está asociada principalmente a desordenes

genéticos, s¡endo el mejor caracterizado la patología denominada Hemocromatosis

Hereditaria (HH). La HH es una enfermedad autosóm¡ca recesiva que resulta en una

absorción aumentada de Fe desde el tracto gastro¡ntest¡nal, lo cual provoca una lenta y

exces¡va acumulación de Fe (Burke y col., 2001).

Un hombre adulto normal posee entre 3 a 4 g de Fe corporal total. El mayor

depósito de Fe es el contenido en la hemoglobina en los glóbulos rojos circulantes, el

que representa entre un 60 y 70o/o del Fe corporal total, mientras que sólo un 15% se

encuentra formando parte de mioglobina, citocromos y otras enzimas (Fontecave y

2



pierre, 1993; Andrews, 2000). Entre un 0,1 y o,2 yo del Fe circula un¡do a la proteína

transportadora Transferrina (Tf), la mayor parte del cual va a la médula ósea para la

incorporación del Fe en los precursores eritroides a través de la síntesis de hem. De

manera inversa, el Fe es recuperado de la población senescente de eritrocitos a través

del s¡stema retículo-endotelial (wessl¡ng-Resn¡ck, 2000). La mayoría del Fe restante se

encuentra unido a proteínas de almacenamiento, como ferritina o hemosider¡na, en el

bazo e hígado (Swanson, 2003).

El balance corporal de Fe es mantenido princ¡palmente a través de la regulación

de su absorción y la conservación de las reservas corporales. A diferenc¡a de lo que

Ocurre COn otros nutrientes, el cuerpo humano carece de un meCanismo de excreción

activo de Fe. D¡ariamente, entre 1 y 2 mg de Fe son excretados por mecanismos

inespecíficos como secreciones b¡liares y urinarias, exfoliación de enierocitos,

descamación de la piel y menstruación, ninguno de los cuales es regulado por el n¡vel

corporal de Fe. Al contrario, la absorción de Fe es altamente regulada y generalmente

limitada a la recuperación del Fe perdido por estos mecanismos inespecíficos

(Wessling-Resnick, 2000; Siah y col., 2006).

El Fe de la d¡eta está d¡sponible en dos formas básicas, como Fe hemín¡co u

orgánico, presente en carnes rojas y productos derivados, o como Fe no-hemÍnico o

inorgánico, en var¡adas formas que van desde óxidos y sales hasta complejos

orgánicos, cuyas fuentes son cereales, vegetales, frutas, granos y legumbres. El Fe no-

hemínico es la forma más predominante, abarcando el 80-90% del Fe de una dieta

estándar. sin embargo, a pesar de que el Fe hemínico representa sólo el 10-20% del

Fe presente en la dieta, es absorbido mucho más eficientemente que el Fe no-



hemínico y puede contribuir sobre el 50% al Fe que entra al organismo. El Fe no-

hemínico, en cambio, presenta una baja biodisponibilidad, ya que es fuertemente

influenciada por otros factores de la dieta (Lombard y col., 1997; Anderson y col., 2005;

Sharp y Srai, 2007).

La absorción intestinal de Fe hemín¡co no comp¡te con la del Fe no-hemínico,

indicando que ocunen por vías diferentes (Raffin y col.,1974, Arredondo y col., 2008).

Ambas formas de Fe son absorbidas a n¡vel de intestino delgado, principalmente en el

duodeno y parte super¡or del yeyuno, y es llevada a cabo por los enterocitos de la

mucosa ¡ntestinal. Los enterocitos se originan a part¡r de células indiferenciadas de las

criptas de L¡eberkuhn y m¡gran desde ahí apicalmente a lo largo de Ia vellos¡dad

durante 2-3 días, perÍodo en el cual se diferencian, y son finalmente perdidas por

exfoliación y apoptosis (Morgan y Oates, 2002).

La absorción intestinal de Fe no-hemínico consta de tres pasos: (l) entrada a

través de la membrana ap¡cal de enterocitos, (2) translocac¡ón ¡ntracelular y (3) salida a

través de la membrana basolateral (Chung y Wessling-Resnick, 2003). La mayor parte

del Fe dietario que ingresa al tracto gastrointestinal se encuentra en la forma oxidada o

férr¡ca (Fe(lll)) y dado que esta forma es práct¡camente no-biodisponible, debe ser

reducida a la forma ferrosa antes de ser absorbida. Además de la reducción de Fe(lll) a

Fe(ll) llevada a cabo por componentes de la d¡eta como ác¡do ascórbico y aminoácidos

como cisteína e h¡stidina, los enterocitos duodenales poseen actividad ferr¡-reductasa

(Sharp y Srai, 2007), llevada a cabo por la proteína de membrana apical DcytB

(Duodenal cytochrome b), la cual utiliza ascorbato como donador de electrones (McKie

y col., 2001). Una vez que el Fe férrico es reducido por agentes reductores de la dieta



o por Ia DcytB en el lumen intestinal, puede ser incorporado a nivel de membrana

apical del enterocito a través del transportador de metales divalentes DMTI (D¡valent

Metal Transporter 1), iambién conocido como DCTI (Divalent Cation Transporter 1) o

Nramp2 (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 2) (Gunshin y col., 1997;

Fleming y col., 1998), el cual transporta Fe(ll) y otros metales como Mn(ll), Co(ll), Cu(l)

y Ni(ll) utilizando el gradiente de potencial electroquímico de protones como fuente de

energía (Arredondo y col., 2003; Garrick y col., 2003).

El Fe que ingresa a los enteroc¡tos puede ser incorporado en la proteina de

almacenaje ferrit¡na (Fn) y/o perdido por exfoliación de las células senescentes de las

vellosidades intest¡nales o puede ser transportado hacia la circulación sanguínea

(Ph¡lpott, 2OA\. La ferritina es la principal proteína de almacenamiento de Fe, la cual

es capaz de secuestrar hasta 4.500 átomos en forma de Fe(lll) no-reactivo,

previniendo la formación de radicales libres (Mackenzie y col., 2008).

La salida de Fe a través de la membrana basolateral ocurre a través del

exportador IREGI (lron Regulated mRNA 1; McKie y col., 2000), también llamado

Ferroportinal (Donovan y col., 2000) o MTP (Metal Transporter Protein 1; Abboud y

Haile, 2000). IREGI transporta Fe(ll), el cual debe ser oxidado a Fe(lll) para poder

unirse a proteínas plasmáticas de transporte de Fe. Esta conversión es catalizada por

la ferroxidasa multi-cobre Hefestina, una proteína de unión a membrana homóloga a la

ferroxidasa plasmática Ceruloplasmina (Vulpe y col., 1999).

La principal proteína plasmática de transporte de Fe es la transferrina (ff), la cual

puede unir reversiblemente dos átomos de Fe(lll) con alta afinidad al pH neutro de la



sangre. El Fe unido a Tf es internalizado por las células vía endocitosis mediada por

receptor. Se han identificado dos receptores para la transferr¡na (TfR): TfRl (Jandl y

col., 1959) y TfR2 (Kawabata y col., 1999), los cuales presentan patrones de expresión

distintos, mientras que TfRl es expresado en un ampl¡o rango de teiidos, la expresión

de TfR2 está restringida principalmente a hepatocitos y élulas intestinales del

duodeno (Mackenzie y col., 2008). Una vez que la Tf diférrica se une a su receptor en

la superficie celular y el complejo TfR-Tf es endocitado, el Fe(lll) es l¡berado debido al

pH ácido del endosoma y luego de ser reducido a Fe(ll) puede salir hacia el citosol a

través de DMTI para formar parte del pool de Fe intracelular. La apo-Tf unida aÚn a su

receptor regresa a la superficie celular y es liberada a la circulación para su

reutilización (Chung y Wessling-Resnick, 2003)

La cantidad de Fe transportado a través del epitelio intestinal está fuertemenie

regulada tanto por los niveles como por los requerimientos corporales de Fe y es

producto directo de los niveles de expresión de las proteínas de transporte de Fe,

part¡cularmente DMT1, DcytB y IREG1 (Frazer y Anderson, 2003; Darshan y Anderson,

2007). Se postula que los niveles basales de expresión de estos transportadores en los

enteroc¡tos duodenales maduros dependen de los niveles de Fe circulante unido a Tf,

el cual es censado por las células cuando aún Se encuentran inmaduras en las criptas

de Lieberkühn. Este modelo, llamado modelo de programación de la cripta, propone

que la proieína HFE, causante de la mayoría de los casos de HH cuando se encuentra

ausente o muiada, se une al TfR favoreciendo la entrada de Fe unido a Tf a la célula, y

que la concentrac¡ón intracelular de Fe alcanzada por este mecanismo determina el

nivel de expresión de las proteínas involucradas en su absorción ¡ntestinal (Sharp y
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srai, 2007), mediante el s¡siema IRE/IRP (lron Responsive Elemenulron Regulatory

Prote¡n).

Las proteínas reguladoras de Fe o lRPs (lRP'l e lRP2) son proteínas citosólicas

que pueden unirse de manera específica a estructuras en forma de horquilla llamadas

elementos de respuesta a Fe o lREs, las que se encuentran presentes en las regiones

5'o 3' no traducidas de varios mRNAs que codifican para proteínas involucradas en la

absorción y metabol¡smo de Fe, tales como DMTI , |REG1, TfR y ferrit¡na. La actividad

de unión de IRP a los lREs aumenta cuando los niveles de Fe intracelular disminuyen.

Cuando las IRP se unen a los lREs situados en la región 5'de un mRNA, el resultado

es una inhibición de la traducc¡ón, lo que ocurre en el caso de ferritina- si los lREs se

encuentran en la reg¡ón 3',del mensajero, la unión de lRPs provoca una estabilización

del mRNA aumentando los niveles de proteína. DMTI y TfR poseen lREs en la región

3'del mRNA, por lo que su expres¡ón aumenta en respuesta a bajos n¡veles de Fe.

Cuando el Fe ¡ntracelular aumenta, la unión de IRP a IRE disminuye, aumentando la

expres¡ón de ferritina y disminuyendo la de DMT1 y TfR (Eisenstein, 2000; Chung y

Wessling-Resnick, 2003). Sin embargo, a pesar de la programación a nivel de la cripta,

los enteroc¡tos maduros pueden modificar ráp¡damente los niveles de expresión de los

transportadores de Fe en respuesta a señales humorales, como hepc¡dina. Hepcidina

es un péptido producido por células hepát¡cas y secreiado a la c¡rculación, donde actúa

como un inhibidor de la absorción de Fe al disminuir la expresión del iransportador

apical de Fe, DMTI (Mena y col., 2008).

La evidencia existente apunta a que ambos mecanismos, tanto el de

programación de la cripta como el de hepcidina, contribuyen a la regulac¡ón de la
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absorción intestinal de Fe, permitiendo detectar el contenido corporal de Fe y

resultando en que la absorción sea dependiente de éste (Siah y col., 2006),

Absorción intestinal de Fe hemínico

El hem es la principal forma func¡onal de Fe en células eucariotas. En mamíferos,

cont¡ene aproximadamente el 60% del Fe corporal. Posee roles vitales como grupo

prostético de hemoglobina y mioglobina y de muchas enzimas esenciales como

citocromos mitocondr¡ales, catalasa, peroxidasa y NO sintasa, así como también

part¡c¡pa en la regulac¡ón de procesos metaból¡cos como transcripción, traducción y

diferenciación celular (Padmanaban y cols., 1989).

El hem, o Fe-protoporf¡r¡na lX (FePP), es una molécula de porfirina que contiene

un átomo de Fe en su centro. La porfirina que forma el hem es un tetrapirrol cuadrado

plano, en que los cuatro anillos pirrólicos se encuentran unidos por puentes meteno. La

conjugación del macro-ciclo tetrapirrólico le otorga el color y la fluorescencia que

caracteriza a las porf¡r¡nas. Las moléculas de porfirina por si mismas no unen oxígeno

ni participan en reacciones oxidativas ni en procesos de transferencia de electrones,

estas prop¡edades le son conferidas al unir un metal de trans¡c¡ón divalente, como el Fe

en el caso del hem, a través de dos átomos de nitrógeno im¡no (=N-) y dos nitrógenos

pirrólicos (-NH2-). Cuando el átomo de Fe se encuentra en su estado ferroso, el

complejo es llamado ferro-protoporfirina, protoporf¡rina ferrosa o hem y es la forma

funcional presente en las hemoproteínas, mientras que cuando el Fe se encuentra en

su estado férrico se denomina ferri-protoporfirina, protoporf¡rina férrica o hemina, Ia



cual posee carga positiva y es aislada generalmente como sal de cloruro (Maines,

'1997; Kumar y Bandyopadhyay, 2005).

La absorción intestinal de Fe hem ¡nvolucra tres pasos: (1) captación apical de la

molécula de hem desde el lumen, (2) catabol¡smo dentro del enterocito y liberación del

Fe y (3) salida del Fe hacia la c¡rculación (Oates y West, 2006). El hem proveniente de

hemoglobina y mioglobina es l¡berado por enzimas pancreát¡cas en el lumen intestinal,

quedando estabilizado por los péptidos producidos en la degradación de la globina

junto con otros componentes de la dieta, lo cual impide la formación de dÍmeros y

grandes agregados de hem, los cuales no quedan disponibles para la absorción

(Conrad y col., 1966). El grupo hem ingresa a los enterocitos como el anillo metalo-

porfirínico intacto, por lo que no compite con el Fe no-hemínico por la entrada a las

células ¡ntestinales. Primero, la molécula de hem se uniría a la membrana ap¡cal y

sería ¡nternalizada, para luego aparecer en vesículas citoplasmát¡cas (Parmley y col,

1981). Se han propuestos d¡ferentes mecanismos por los cuales la FePP podría

atravesar la membrana apical, entre los que se encuentran endoc¡tos¡s mediada por

receptor (Grásbeck y col., 1979; Galbraith y col., 1985), difusión pasiva a través de la

membrana debido a la naturaleza lipídica del hem (Light y Olson, 1990) y entrada por

transporte act¡vo, saturable y dependiente de la temperatura, indicativo de un

transportador (Worthington y col., 2001; Uc y col., 2004; Arredondo y col., 2008).

La hipótesis del ingreso del hem med¡ante difusión pasiva ha sido prácticamente

descartada. La naturaleza lipídica de las porfirinas hace posible, de hecho, que se

asocien con las membranas celulares pero son incapaces de atravesarlas debido a que

las cadenas laterales aniónicas de carboxilato presentes en el anillo porfirínico
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introducen cargas negat¡vas y no perm¡ten la difusión pasiva a través de la membrana

(Krishnamurthy y col.,2oo7). Por otro lado, si bien ex¡sten ev¡dencias de la ex¡stenc¡a

de un receptor intestinal de hem en cerdos y humanos, éste nunca ha sido identificado

(Latunde-Dada y col., 2006a). Sin embargo, se ha observado que la entrada de hem a

las células ¡ntestinales se ve afectada al alterar la composición de la membrana o

¡nterrump¡r el tráf¡co vesicular, indicando que parte del hem d¡etario podría ingresar a la

célula por medio de endocitosis o un proceso pasivo de pinocitosis (Flores, 2006).

Worthington y col. (2001) y Uc y col. (2004) han sugerido que la captación de

hem a nivel ¡ntestinal es med¡ada por un transportador localizado en el extremo apical

de las células enterocít¡cas, el cual permite el paso de hem a través de la membrana

de manera saturable, compet¡t¡va y dependiente de la temperatura El único

transportador de hem hasta ahora ideniificado con estas característ¡cas es el descrito

por Shayeghi y col. (2005), denominado HCPI (Hem Carrier Proiein 1), aislado a part¡r

de duodeno de ratón ut¡lizando la técnica de hibridación sustractiva por supresión.

El gen de HCPI de ratón está local¡zado en el cromosoma I I 85, contiene c¡nco

exones, los cuales compren den 1.942 pb y codifica para una proteína de 54 kDa con

459 aminoácidos. El gen humano está ubicado en el cromosoma 17q11-1' contiene

2.097 pb y codifica para una proteína de 446 aminoác¡dos de aproximadamente 50

kDa. La proteína es altamente h¡drofóbica y se pred¡cen nueve dominios

transmembrana, y su secuencia aminoacídica posee un 22o/o de similitud a los

transportadores de tetracicl¡na bacter¡anos, miembros de la familia MFS (Major

Facilitator superfamily). El mRNA de HCPI no posee estructuras lREs n¡ motivos de

unión a hem conoc¡dos. HCPI presenta una alta expresión en intestino proximal,
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principalmente duodeno, y tamb¡én es expresado en tejidos como hígado y riñón

(Shayeghi y col., 2005).

El trabajo de Shayeghi y col. (2005), muestra que al inyectar oocltos de Xenopus

con oRNA de HCPI es posible observar un aumento de 2 a 3 veces en la capiación de

hem, aumento s¡m¡lar al obtenido al infectar células HeLa con adenovirus-HCP1 . En

ambos casos la captación es un proceso saturable y dependiente de la temperatura.

Además, en este trabajo se demuestra el rol de HCPI en el transporte intestinal de

hem en ratón. utilizando sacos duodenales bloqueados con un ant¡cuerpo específico

para HCPI , se observa una fuerte disminución en la captación de ssFe-hem HCPI

muestra además una selectividad para el transporte de hem, ya que no es capaz de

transportar tetraciclina, a pesar de la homología de ambos transportadores, o Fe no-

hem. Sin embargo, HCPI también permite la captación de Zn-protoporfir¡na (ZnPP), un

análogo estructural de hem, sugiriendo que el factor esencial en el proceso de

transporte es el anillo porfirínico.

De manera interesante, la expresión duodenal de HCPI no parece estar regulada

por la deficiencia o por la sobrecarga sistémica de Fe en ratón. No obstante, al exponer

ratones a una condición de hipoxia, lo cual incrementa la absorción de Fe, provoca una

marcada inducción del mRNA de HPCI en duodeno. Pese a no afectar la expresión de

HCP1, el estatus de Fe corporal sí parece jugar un rol en su regulac¡ón post-

traduccional, ya que en ratones normales HCPI se localiza tanto en la membrana

apical como en compart¡mientos citoplasmáticos, mientras que en ratones deficientes

de Fe se observa un marcado aumento de la proteína en la membrana de enterocitos

duodenales y una fuerte disminución en compartimientos ciioplasmáticos. Lo contrario
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ocurre en ratones cargados con Fe, donde HCPI se acumula en el citoplasma

(Shayeghi y col., 2005).

Estudios posteriores de Latunde-Dada y col. (2006b), muestran que el

transportador HCPI se expresa en altos niveles en la línea celular caco-2, -un modelo

de epitel¡o intest¡nal humano-, y se localiza predominantemente en la membrana

plasmát¡ca aunque también se observa su presencia en estructuras vesiculares.

Cuando HCPI es sobreexpresado en estas células la absorc¡ón de hem aumenta

modestamente, debido posiblemente a la alia expresión endógena y/o a la existencia

de un mecanismo regulatorio que prevenga la c¡totox¡c¡dad causada por un exceso en

la absorción de hem (Laiunde-Dada y col., 2006b). Sharma y col. (2007)' demostraron

que el homólogo bovino de HCPI media el transporte de hem en epitelio retinal. HCPI

interactuaría espacialmente con la vía de captación de hemoglobina en macrófagos

humanos, indicando que podría cumplir un rol en el catabolismo de esta proteína y el

rec¡clamiento de hem (Schaer y col., 2008).

A pesar de las evidencias que relacionan a HCP1 con el transporte de hem, se

ha propuesto que la función principal de HCPI sería la de un transportador intestinal de

folato, y que constituiría la base molecular de la patología denominada mala-absorc¡ón

hered¡iar¡a de folato (Qiu y col., 2006; Nakai y col.,2007: lnoue y col., 2008)'

Una vez dentro de la célula, el hem es degradado por la enzima microsomal Hem

oxigenasa (HO; EC 1.14.99.3) con la producc¡ón de CO, biliverdina lXo y Fe(ll) libre.

La biliverdina lXq es un tetrapinol lineal que es rápidamente reduc¡do al p¡gmento biliar

b¡l¡rrubina lxo por la enzima biliverdina lxo reductasa (BVR) (Tenhunen y col', 1968;
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Raffin y col., 1974). El Fe(ll) liberado ingresa al pool de Fe intracelular, compitiendo

con el Fe no-hem, y compartiendo los mismos mecanismos de salida hacia la

circulación a través de IREG'l .

Tenhunen y col. ('l 968; 1969), descubrieron la HO en microsomas de bazo,

hígado, riñón y médula de rata y describieron el catabol¡smo de hem. Luego, Maines y

col. (1986), caracterizaron dos isoformas de HO en hígado de rata, las que

denominaron HO-1 y HO-2. Poster¡ormente, se aisló una tercera ¡soforma, llamada

HO-3, a partir de cerebro de rata (McCoubrey y col., 1997). Las tres isoformas son

producto de genes d¡stintos y solamente la expresión de Ho-1 es inducible por hemina

y meiales pesados como cadmio y cobalto (Maines y col., 1986)' m¡entras que la

expresión de HO-2 y HO-3 es relativamente constante.

Todas la isoformas de HO catalizan la oxidación de hem util¡zando NADPH,

NADPH-citocromo P-450 reductasa, la cual transfiere un electrón desde NADPH a hem

y oxígeno molecular (oz). Por cada molécula de hem oxidada se utilizan tres moléculas

de Oz y tres de NADPH. La HO se une al hem en una razón equ¡molar y la ruptura

ox¡dativa ocurre en el puente q-metano debido a regulación estérica, según la

ev¡dencia entregada por la estructura cristal¡na del complejo hem-HO (Maines, 1997).

Cable y col. (1993), observaron que la expresión de HO-1 en células Caco-2 es

inducida por hem. Los n¡veles de Ho-1 son regulados por su sustrato med¡ante un

mecanismo molecular que involucra al represor transcr¡pc¡onal Bachl. Este represor es

capaz de repr¡m¡r la transcripción de genes blancos al formar un heterodímero con

proteÍnas de la familia Maf y unirse a elementos de reconoc¡m¡ento de Maf (MARES),
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presentes en el gen de HO-l al menos en una copia func¡onal. Hem es capaz de unirse

a Bachl en los motivos CP (Cisteína-Prolina) presentes en la proteína y regular

negativamente la act¡vidad de unión de Bachl-Maf a DNA, lo que anula la represión de

la expresión de ho-1 en presencia de su sustrato (Ogawa y col., 2001; Sun y col.,

2OO2). La secuencia MARE también participa en la activación transcripcional de ho-1 al

unir al heterodímero formado por Nrf2 (NF-E2 Related Factor 2) y una proteína Maf

(Alam y col., 1999). Bachl y Nrf2 competirían por la unión a la proteÍna Maf y a MARE,

por lo que la disponibilidad de uno u otro factor determinarÍa si la transcripción de HO-1

es reprimida o activada (Shibahara, 2003).

Se ha postulado que parte del hem que ¡ngresa a la célula enterocít¡ca desde el

lúmen intestinal puede ser transportado directamente hacia la circulación, s¡n sufrir

degradación por HO (Uc y col., 2004; Andrews, 2005; Oates y West, 2006). Estudios

realizado en células Caco-2 muestran que existe un mecanismo de transporte activo de

hem a través de la membrana basolateral de estas células, sugiriendo la presencia de

un exportador (Uc y col., 2004). Quigley y col. (2004) describieron un transportador de

hem que se expresa en un amplio rango de tej¡dos y líneas celulares, siendo su

expresión part¡cularmente elevada en células Caco-2, sugiriendo que puede participar

en la exportac¡ón de hem en enterocitos, tanto del sintetizado endógenamente como

del absorbido desde el lumen intest¡nal.

El exportador de hem descrito por Quigley y col. (2004), fue previamente clonado

a part¡r de una biblioteca de CDNA de linfocitos T humanos y fue denominado FLVCR

(Feline Leukemia Virus, subgroup C Receptor), debido a que es el receptor de

superf¡c¡e celular del virus de leucemia felino subgrupo C (Tailor y col., 1999). La
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infección de FeLVC (Feline Leukemia Virus, subgroup C) causa aplasia pura de

glóbulos rojos o aplasia anémica en gatos, en la cual los progenitores eritroides no

pueden madurar ni diferenciarse, por lo que la eritropoyes¡s queda detenida (Quigley y

col., 2000). Por lo tanto, la función de FLVCR es esencial para la er¡tropoyesis,

protegiendo a los precursores de un exceso de hem al mediar su exportación (Quigley

y col., 2004).

FLVCR, al igual que HCPI, pertenece a la familia MFS. El cDNA de FLVCR

cod¡f¡ca para una proteína de 560 aminoácidos con un peso molecular de 60 kDa.

Estudios realizados en células de epitelio renal de rata y células hematopoyéticas han

mostrado que FLVCR media la extrus¡ón de ssFe-hem y de z¡nc mesoporfirina (ZnMP),

un análogo fluorescente de hem, y que la salida de hem de estas células es

dependiente de la temperatura (Quigley y col., 2004).

Si bien existe evidenc¡a que involucra a HCPI en la absorción intestinal de hem

en ratón y estudios en células t¡po ep¡tel¡o intestinal que indican que este transportador

podría también tener una participación en la absorción intestinal de hem en humanos,

aún existen dudas acerca de la relevancia de HCP1 en este proceso. Por otra parte, la

partic¡pación de FLVCR en el transporte de hem a nivel intestinal no ha sido

investigada.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Sobre la base de los antecedentes ex¡stentes de la participación de HCPI en la

absorción intestinal de hem en ratón y la existencia de un mecan¡smo activo de

transporte de hem a través de la membrana basolateral de células enterocíticas

postulamos que: "En células polar¡zadas tipo ep¡iel¡o ¡ntestinal, las proteínas de

membrana HCP1 y FLVCR part¡c¡pan en la captac¡ón apical y salida basolateral de

hem, respectivamente".

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el rol de HCPI y FLVCR en el iransporte vectorial de hem en células

duodenales polar¡zadas utilizando como modelo de epitelio ¡ntestinal la línea celular

Caco-2.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar los niveles de expresión relativos de mRNA de HCPI y FLVCR en

células Caco-2 sometidas a estímulos con hem y Fe no-hemínico y su relación con

los niveles de expresión de mRNA de HO-1 y concentración intracelular de hem.

b) Determ¡nar si el hem absorb¡do en la membrana apical de células Caco-2 es capaz

de transportarse directamente hacia el extremo basolateral sin sufrir la degradación

enzimática mediada por la enzima HO-l .

c) Determinar el efecto del bloqueo de la expresión de HCPI en la captación de hem

en células Caco-2.

d) Determinar el efecto del bloqueo de la expresión de FLVCR en la exportac¡ón de

hem en células Caco-2.
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2.1.2 EQUIPOS

lncubadora con inyecc¡ón de CO2 (Shellab), Espectrómetro de absorc¡ón atóm¡ca con

horno de grafito (SIMM 6100, Perkin Elmer), Espectrofotómetro UV-visible UV-1601

(Shimadzu), Transluminador UV (Genesys), Baño termorregulado (Memmert)'

Termociclador 2720 (Applied Biosystems), Centrífuga 5416 (Eppendorf), Centrífuga

refrigerada (vis¡on), Placa calefactora (scientific Products), Ag¡tador/calefactor Nuovall

(Thermolyne), pHímetro (Oakton), Centrífuga Spectrafuga 16M (Labnet), Balanza

Mettler PM 4600 (Delta Range), Bomba de vacío Rocker 300 (Mundolab)' Campana de

flujo laminar FASTER (C¡entec), Contador de centelleo Gamma (Cobra ll, Packard),

Medidor Volt-Ohm epitelial, Espectrofotómetro GeneQuant (Pharma Biotech),

Termociclador LightCyclerrM (Roche Diagnostics), Espectrofluorímetro SPECTRAmax

M2 (Molecular Divices).

2.I,3 MATERIALES DE CULTIVO

Botellas plásticas de cult¡vo de 40 mL (25 cm2), Orange Scientific.

Placas de cult¡vo de 12 pocillos, 22 mm diámetro, Orange Scientific.

lnsertos bicamerales Transwells, con membrana de policarbonato, iamaño de

poro de 0,4 um, 24 mm de diámetro, Costar.

Pipetas plásticas desechables de 10 mL, Orange Sc¡ent¡fic.

Unidades de filtración, tamaño de poro de 0,2 pm y 0,4 pm, Millipore.

Jeringas de 5 cdml, 10 cc/mL y 20 cclml, TERUMO.

P¡petas pasteur plásticas estériles, TCL.
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Unidades de filtración de 500 mL, Millipore.

2.I.4 MATERIAL BIOLOGICO

Animales: Conejos New Zealand White.

Línea celular: Se utilizó Células Caco-2 (Amer¡can Type Culture Collect¡on HTB37'

Rockville, MD), la cual es una de las líneas celulares más usadas para realizar estudios

de absorción y metabolismo de Fe. Esta línea deriva de un adenocarc¡noma de colon y

presenta una diferenciación enterocítica espontánea in vitro al alcanzat confluenc¡a.

Cuando estas células son crecidas en membranas m¡croporosas muestran

características epiteliales, uniones estrechas y expresan enzimas específicas de las

microvellosidades de intestino humano, como sucrasa, fosfatasa alcalina y

aminopeptidasa (Alvarez-Hernandez y col., 1991). Al alcanzar confluencia, las células

caco-2 muestran dos propiedades esenciales de un epitelio funcional, una resistencia

transepitelial medible, la cual refleja la presencia uniforme de uniones estrechas, y una

polar¡zac¡ón celular apreciable (Grasset y col., 1984). Al ser crecidas en insertos

b¡camerales exponen su extremo apical hacia el compartimento superior del ¡nserto,

m¡entras que el extremo basolateral queda anclado por la matriz extracelular a la

membrana porosa (Halleux y schneider, 1994). Esto ha permit¡do estud¡ar en estas

células el transporte vector¡al de diversos compuestos y en particular se han utilizado

como modelo válido de epitelio ¡ntestinal para el estudio del transporte (Alvarez-

Hernandez y col., 1991, Follett y col., 2002; Uc y col., 2004) y regulación de la
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expresión de genes involucrados en el metabolismo de Fe y hem (Cable y col., 1993;

Tallkvist y col., 2000; Uc y Br¡tigan, 2003)

2.2 METODOS

2.2.1 Cuttivo celular. Las células Caco-2, fueron manten¡das en medio Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% suero fetal de bovino (SFB),

aminoácidos no esenciales y 100.000 Ul de penicilina/estreptomicina, 25 mgimL de

fungizona. Para su propagación, las células fueron sembradas a una densidad de I x

10a células/cm2 en botellas de 25 cm2 y se crec¡eron por 7 días a 37" C y 5o/o CO2,

alcanzando confluencia. El medio de cultivo se reemplazó por medio fresco cada 2

días. Luego de este período las células fueron tripsinizadas y resembradas en iguales

condiciones.

2.2.2 Digestión de hemoglobina. Como fuente de hem se utilizó el producto de una

digestión parcial de hemoglob¡na de bovino, la cual presenta una relac¡ón de 0'059

mmoles de hem/mg hemoglobina. Se preparó un homogenizado de hemoglobina a una

concentración final de 5 mM hem en agua desionizada, luego, se ajustó el pH a 2 con

HCI 6 N. Se agregó una solución de pepsina en HCI 0,1 N (0,5 % final) y se incubó

durante 2 horas a 37o C con agitación constante. Luego de finalizada la d¡gest¡ón se

ajustó el pH a 6,5 usando NaOH 1 N. Se centrifugó a 3.000 rpm por 10 minutos y se

conservó el sobrenadante, el cual se esterilizó por filtración (0,a5 pm) antes de ser

utilizando. El contenido de Fe en el digerido se determinó por medio de espectrometría
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de absorción atómica con horno de grafito, para lo cual el e)dracto de hem se d¡girió

con ¡gual volumen de ácido nítrico 65 % a 600 C por'16 horas.

2.2.3 Obtención de ísFe-hem. Dos conejos New Zealand White fueron inyectados en

forma intravenosa con74 MBq de ssFe en la forma de FeCl3 diluido en suero fisiológico.

Quince días después los conejos fueron desangrados y las células sanguíneas fueron

centrifugadas a 1.000 x g por 15 min a 22o C, obten¡éndose así un concentrado de

glóbulos rojos, los que fueron lavados con una solución salina y hemolizados por

congelamiento. Para la obtención de hemoglobina, este concentrado se ¡ncubó con

sulfato de amonio 2%, se centrifugó a 20.000 x g por t hora a 40 C y se rescató el

sobrenadante, el cual fue dializado dos veces contra H2O desionizada. Finalmente, la

hemoglobina presente en el sobrenadante fue digerida ut¡l¡zando el m¡smo

procedimiento descr¡to anter¡ormente.

2.2.4 lnhibición de la síntesis endógena de hem. La síntesis de hem endógena fue

bloqueada usando succ¡n¡lacetona (SA, ácido 4,6-dioxoheptano¡co), un inhibidor de la

enzima 6-aminolevulinato (ALA) deh¡dratasa, la cual cataliza la fusión de cuatro

moléculas de ALA en un único anillo porfirínico (Ebert y cols., 1979). Las células fueron

incubadas en presencia de I mM SA por diferentes tiempos o por 48 horas antes de

realizar los experimentos de transporle.

2.2.5 Transfección de células Caco-2 con yecúores SureSilencing shRNA. Para

obtener células Caco-2 que presentaran silenc¡am¡ento en la expresión de HCPl o

FLVCR, se util¡zaron vectores SureSilencing shRNA (SuperArray, Frederick, MD), los

cuales disminuyen específicamente la expres¡ón de estos genes mediante RNA de
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interferencia (RNA¡) y perm¡ten la selección de las células al conferir res¡stenc¡a a

neomicina. Para ello, células Caco-2 sembradas en placas de 12 pocillos en 1 mL de

medio DMEM 1O% SFB sin antib¡óticos y crecidas hasta 50-80% de confluencia fueron

transfectadas con cuatro vectores específicos para HCPI o FLVCR, más un vector

control negativo, ut¡l¡zando Lipofectamina LTX. Brevemente, I ¡.rg de cada vector fue

d¡luido en 200 pL medio DMEM s¡n suero. Se agregaron 3 pL de Lipofectamina LTX y

se incubó por 25 min a temperatura amb¡enie para permit¡r la formación de los

complejos DNA-Lipofectamina. Los complejos formados fueron agregados a cada

pocillo y las células se incubaron a 37o C en por 4-6 hrs, luego de lo cual el medio fue

reemplazado por medio fresco. Luego de 48 horas las células fueron tripsinizadas y

resembradas en medio DMEM l0% SFB con 800 pg/ml de Geneticina. Luego de un

mes, el medio de selección se reemplazó por DMEM 10% SFB con 400 pg/ml de

Geneticina. La dism¡nución de la expresión de HCPI y FLVCR fue corroborada por

pcR en tiempo-real. Las líneas que presentaron un menor porcentaje de expresión de

HCPI o FLVCR fueron utilizadas para los experimentos.

2.2.6 Ensayos de captación y transporte de í5Fe-hem. Para estudiar el rol de HCP1

en la captación apical de hem se utilizó la línea de células Caco-2 HCP1 -RNAi

obtenida en 2.2.5, la cual presenta una disminución de la expresión de HCP1. Como

control se usaron las células Caco-2 iransfectadas con un vector negativo. Las células

fueron sembradas en insertos b¡camerales de 24 mm de d¡ámetro a una densidad de

5 x 10a células/ml en medio lscove's Modified Dulbecco's Medium suplementado con

1O% SFB, aminoácidos no esenciales y 400 pg/mL de Geneticina. La formación de la

monocapa se determinó leyendo la resistencia eléctrica transepitelial (TEER). A los 10

días de cultivo la integr¡dad de las monocapas fue probada con el test de exclusión de
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rojo fenol. Brevemente, las células fueron incubadas por 2 horas con 2 mL de med¡o

ll\/DM suplementado y que contenía rojo fenol en el compartimiento apical y con 2 mL

de medio IMDM suplementado libre de rojo fenol en el compartimiento basolateral. El

porcentaje de difusión del rojo fenol fue determinado midiendo la absorbanc¡a a 546

nm. Se utilizaron sólo los insertos con un porcentaje menor al 5o/o pañ realizar los

experimentos. Para ello, las células se incubaron por diferentes tiempos (0-120 min)

con 1OO ¡.rM 
55Fe-hem o dist¡nta concentrac¡ón (0-2OO ¡rM 

ssFe-hem¡ por 90 min en

tampón de transporte (MOPS-Na 50 mM; NaCl 94 mM; KCI 74 mM; MgClr 0,74 mM;

CaCl2 1,5 mM; Glucosa 5 mM; pH 6,0) en el compartimiento apical. El experimento se

detuvo lavando los ¡nsertos con PBS-EDTA (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPOo 4,3

mM, KH2PO4 1,4 mM, EDTA I mM, pH 7,3) frío, y las células fueron remov¡das usando

Tris salino-EDTA (Tris-HCl 40 mM; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM; pH 7,5). Se midió la

radioactividad tanto en las células como en el medio basolateral en un contador de

centelleo lÍquido.

2.2.7 Ensayos de transpoñe de ZnPP. Para estudiar el rol de FLVCR en el transporte

basolateral de hem se utilizó la línea de células Caco-2 FLVCR-RNA| obtenida en

2.2.5, la cual presenta una disminución de la expresión de FLVCR. Como control se

usaron las células Caco-2 transfectadas con un vector negativo. Estas células fueron

cultivadas en insertos bicamerales como se describ¡ó anter¡ormente. Las células se

incubaron con 50 pM del análogo de hem Zn-protoporfirina (ZnPP) por 30 min en el

compartimiento apical y luego fueron lavadas con PBS-BSA ((NaCl 137 mM, KCI 2,7

mM, NazHPO¿ 4,3 mM, KH2PO4 1,4 mM, BSA 10 mg/mL, pH 7,3). Las células fueron

dejadas con buffer de transporte en ambos compartimientos por 30 o 60 min.

Posteriormente, las células fueron soltadas con Tris-EDTA y la concentración
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¡ntracelular de ZnPP fue determinada fluorométricamente, al igual que el transporte

hacia el medio apical y basolateral. El trasporte se expresó como pmoles/mg proteína.

2.2.8 Ensayos de transporte de hem. Células Caco-2 fueron cult¡vadas en insertos

bicamerales como se describió anteriormente. Las células se incubaron con d¡ferentes

concentraciones de hem (0-250 pM) por 6 horas en el compart¡miento apical y el

transporte de hem hacia el med¡o basolateral se determinó espectrofotométricamente a

408 nm en un espectrofotómetro Uv/v¡sible. El trasporte se expresó como nmoles/mg

protelnas/tiempo.

2.2.9 Obtención de células Caco-2 sometidas a drsfrnfos estÍmulos con hem y Fe

no-hemínico. Para analizar la expresión de HCPI y FLVCR en respuesta a hem o Fe

no-hemínico, células Caco-2 fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una

densidad de 1 x lOa células/cm2, y crecidas por 7 dÍas a 37o C y SVo CO2en medio

IMDM suplementado. Como fuente de hem se utilizó un digerido de hemoglobina y

como fuente de Fe no hemín¡co se ut¡lizó FeC|¡NTA en una relación molar l:2. En

cada caso, se agregó d¡rectamente la fuente de Fe al medio de cultivo en las

concentraciones indicadas.

2.2.10 Extracción de RNA de células Caco-2. Se aisló RNA total de células Caco-2

utilizando reactivo TRlzol según las indicaciones del fabricante (Chomczynski y Sacchi,

1987). Brevemente, células crecidas por 7 días en placas de 12 pocillos fueron lavadas

dos veces con PBS 1x (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO¿ 4,3 mM, KH2PO4 1,4 mM,

pH 7,3) y luego lisadas directamente en las placas agregando 350 pL de TRlzol. Se

incubó a temperatura amb¡ente por 5 min para perm¡tir la disociación de los complejos
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núcleo-proteínas. El lisado fue traspasado a tubos de 1,5 mL y se agregaron 70 pL de

cloroformo, se ag¡tó vigorosamente por '15 segundos y se centrifugó a 12.000 x g por

15 min a 4 oC. Aproximadamente el 4Oo/o de la fase acuosa fue traspasado a un nuevo

tubo. Se agregaron 175 UL de isopropanol para prec¡p¡tar el RNA y se centr¡fugó a

12.000 x g por l0 min a 4 oC. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado fue lavado

con 500 mL de etanol 7 5o/o en H2O-DEPC. Se centrifugó a 7.500 x g por 5 min a 4 oC,

se el¡m¡nó el sobrenadante y el RNA fue resuspendido en 30 pL de H2O-DEPC y

guardado a -20 oC hasta ser utilizado. El RNA fue cuantificado utilizando el

espectrofotómetro GeneQuant.

2.2.11 PCR en tiempo-reaL 80 ng de RNA fueron utilizados para realizar un PCR

cuant¡tat¡vo de 1-paso ut¡lizando el sistema LightCyclerru con el k¡t ABsoluterM MAx

QRT-PCR SYBR@ Green Capillary Mix y partidores específicos para:

. HCP1. ATGGTTCTGCAGCTCAGCATCT y CGTGATAGTGGCAAAGGCAAA

. FLVCR: GGTATCCACCAAGTCAGG y CCGTCTATTCTTTGTGGC

. HO-1: CTTCTTCACCTTCCCCMCA y GCTCTGGTCCTTGGTCTCAT

. B-actina: ATCGTCCACCGCAAATGCTTCT y TGTCACCTTCACCGTTCCAGTT.

Simultáneamente se analizaron las curvas de hibridación para detectar formac¡ón

de dímeros de partidores y la especificidad de cada amplificado. Los ciclos de

temperatura fueron: 10 seg a 950 C, 10 seg a 60-650 C y 15 seg a 72o C. Los

resultados de cada PCR fueron anal¡zados ut¡l¡zando el Light Cycler3 Analys¡s software

Version 3.5. Los niveles relativos de RNA fueron cuantificados usando curvas estándar

externas y los niveles de expresión de HCP1, FLVCR y HO-1 fueron normalizados por

actina. Los camb¡os en los nrveles de mRNA fueron ana¡¡zados por s¡gn¡f¡cancia por
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ANOVA de una vÍa y post-test de Bonferron¡. Las diferencias fueron consideradas

significativas si P < 0,05.

2.2.12 Extractos celulares. células caco-2 crec¡das en placas de 12 pocillos fueron

lavadas 3 veces con PBS 1x y luego soltadas de los pocillos con 1 mL de Tris salino-

EDTA e incubadas a 37o C por 10 min. Las células se traspasaron a tubos de 1,5 mL,

fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 30 seg y traiadas con 35 uL de buffer de lisis

(Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, BSA 0,2%, Tritón X-100 lol0, PMSF

2 pM e inhibidores de proteasas l%). se incubó en hielo por 15 minutos y se centr¡fugó

a 14000 rpm. El sobrenadante fue traspasado a un tubo nuevo y se diluyó con el

mismo volumen de Tris salino (Tris-HCl 40 mM, NaCl 100 mM). La concentración de

proteínas en el extracto fue determinada por el método de Lowry y col. (1951) a partir

de alÍcuotas de 5 pL en dupl¡cado. Las muestras fueron guardadas a -20o C hasta ser

utilizadas.

2.2.19 Determinación de hem y Fe intracelular. Para determinar la concentración

¡ntracelutar de hem se utilizó un ensayo de fluorescencia de hem, en el cual el Fe del

hem es removido utilizando ácido oxálico y la protoporfirina resultante es cuantificada

por fluorescencia. A 30 ¡rL de gxtracto celular se agregaron 500 pL de ácido oxálico

2 M. 250 pL de esta mezcla fueron calentados a 100o C por 30 m¡n y el volumen

restante fue utilizado como blanco. 200 pL de muestra y de blanco fueron cargados en

placas de 96 poc¡llos opacas y se determinó la fluorescencia emitida a 662 nm al

excitar a 4OO nm en un espectrofluorímetro. A cada muestra se le sustraio la

fluorescencia de su respect¡vo blanco y la concentración de hem fue determinada a

partir de una curva de calibración utilizando un estándar de hemina I mM en DMSO.
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La concentración de hem se expresó como pmoles de hem/mg proteína. La

concentración intracelular de Fe total fue determinada mediante espectrometría de

absorción atómica con horno de graf¡to (Simaa 61000, Perkin Elmer) a partir de una

mezcla 1:1de extracto celular con ácido nítrico 650/o, la cual fue incubada a 600 C ON.

2.2.14 Medic¡ón de la actividad enzimática de la Hem oxigenasa (HO). Para

determ¡nar la actividad HO total en un extracto de células Caco-2, se determinó la

formación de bilirrubina a partir de hemina. Para ello, se utilizó 100 pL de extracto de

células Caco-2, los cuales se incubaron con 600 pL de Buffer B (KHrPO4 100 mM, pH

7,4 ajustado con KOH I M), 100 UL de hem¡na 150 pM, 100 pL de biliverd¡na reductasa

(extracto crudo de hígado de rata) 100 pgiml y 100 pL de NADPH I mM polt hora a

37o C en oscur¡dad. La bilirrubina formada se extrajo con 1 mL de cloroformo por 1

hora a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia a 530 nm (86¡¡,¡¡n" = 43,5

mM-1.cm-1¡. La actividad enzimática se expresó como nmoles de bilirrubina - mg

proteína total-1 . hr 1.

2.2.15 Análisis esÍadistico. Las variables fueron medidas en duplicados como mínimo

y los experimentos fueron repetidos al menos tres veces. Anál¡s¡s de ANOVA de una

vía y ANOVA de dos vías (t¡empo, concentrac¡ón e ¡nteracción) y Test de Student

fueron usados para las comparac¡ones entre cada tratamiento. Los resultados se

expresaron como promedios t DE. Las diferencias fueron consideradas significat¡vas si

P < 0,05.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.I MATERIALES

2.1.I REACTIVOS

Generales: HCl, cloroformo, isopropanol, etanol, ácido nítrico, NaCl, NaOH, sulfato de

amonio, KCl, MgClz, CaClz, Glucosa, KOH, Na2HPOa, KH2PO4, FeCl3, ácido oxál¡co,

CuSO4, Tartrato de Na y K, NaHCO3, NazCO¡ (Merck); Hemina, Zn-protoporf¡r¡na,

succinilacetona, Pepsina, MOPS, Triton X-100, NTA, DMSO, NADPH (Sigma); Tris,

BSA (W¡nkler); EDTA, medio LB, medio LB-agar (Gibco Life Technologies, Grand

lsland, NY); Ultraflúor (National Diagnostics).

Cultivo Celular. Medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium); Medio

de cultivo IMDM (lscove's Modified Dulbecco's Medium); trips¡na-EDTA,

fungizona/penicil¡na/estreptomic¡na, suero fetal bovino (SFB); aminoácidos no

esenciales (Gibco Life Technologies, Grand lsland, NY); Genet¡cina (lnvitrogen).

Biolooía Molecular: Suresilencing shRNA (SuperArray, Frederick, MD); Lipofectamina

LTX (lnvitrogen); Genet¡cina, TRlzol (Gibco Life Technologies, crand lsland, NY),

DEPC (Merck); ABsoluterM MAX QRT-PCR SYBR@ Green Capillary Mix (Abgene);

cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma)

Radioisótopos: s5Fe.
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3, RESULTADOS

3.1 Determinación de los niveles de expresión relativos de mRNA de HCPI y

FLVCR en células Caco-2 sometidas a un estímulo con hem por dist¡ntos

tiempos.

Para determ¡nar si un estímulo de hem afecta la expresión de los genes

posiblemente implicados en su metabolismo, células caco-2 fueron incubadas con una

concentrac¡ón de hem exiracelular 50 pM, a partir de un digerido de hemoglobina, y se

cuantificaron los niveles relat¡vos de mRNA de HCP'!, FLVCR y HO-l a diferentes

tiempos de estímulo"

La hemoglobina utilizada como fuente de hem fue efectivamente absorbida por

estas células, como se corroboró al medir el contenido de Fe interno, el que aumentó al

¡ncrementar el tiempo de exposición a hem, desde 1,36 t 0,07 nmoles/mg proteína en

el tiempo basal hasia 5,78 + 0,64 nmoles/mg proteína para las 72 hotas de estímulo

con hem extracelular (ANOVA una vía, F: 56,75; p<0,0001; Figura '1A)' Además, se

determ¡nó el contenido de hem ¡ntracelular en estas células, el cual alcanza su mayor

valor de 16,87 r 1 ,45 pmoles/mg proteínas a las 12 horas de estímulo y luego va

dism¡nuyendo a medida que el tiempo aumenta (ANOVA una vía, F:26,14; p<0,001;

Figura 1 B).
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F¡gura l. contenido de Fe interno (A) y hem interno (B) en células Caco-2 tratadas

con hem 50 pM a d¡feréntes t¡empos' El nivel de Fe intracelular total fue determ¡nado a

partir de extractos celulares por med¡o de espectrometrfa de absorción atómica. El

conten¡do interno de hem se determinó mediante un enaayo fluorescente de hem a part¡r

de extractos celulares. (Promedio + DE. n=3; ANOVA una vía, Bonferroni post-test *

p<0,05; .*. p<0,001).

Al determinar los niveles relativos de expresión de Hem oxigenasa f (HO-1),

observamos que la abundancia relativa del mRNA de HO-l alcanza un máximo a las

12 hrs., llegando a un 796,9 t 171,9 o/o, es decir, cerca de 8 veces la expres¡ón basal

(ANOVA una vía, F: 25,80; p<0,001), para luego disminuir al aumentar el tiempo de

exposición a hem, alcanzando valores cercanos a los basales (Figura 2A). Los niveles

de expres¡ón de mRNA de HO-1 se correlacionan d¡rectamente con su actividad

enzimática (Figura 2B). Este resultado impl¡ca que el hem absorbido por estas células

es capaz de mod¡ficar la expresión de genes blanco, como HO-1.
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Figura 2. Expresión ¡elativa de mRNA y act¡v¡dad enz¡mática de HO-l en el t¡empo.

(A) Células Caco-2 fueron tratadas por d¡ferentes tiempos con hem 50 pM y los niveles

relat¡vos de mRNA de HO-l con respecto a act¡na fueron determ¡nados por RT-PCR

cuantitativo. Los resultados fueron expresados como porcentaje del nivel de mRNA de

células control no tratadas con hem. (B) La activ¡dad de enzimát¡ca de la Hem oxigenasa

en un extracto celular se determinó a partir de la formaciÓn de bilirrub¡na en presencia de

hemina y biliverdina reductasa. (Promedio i DE. n=3; ANOVA una vía, Bonferroni post-

test:

. p<0,05; --- p<0,001).

El mRNA del transportador HCPI mostró una varlación en su expres¡ón contraria

al mRNA de HO-1, es dec¡r, a las 12 hrs. de estímulo con hem disminuyó su expresión

con respecto al basal, alcanzando un 65,6 + 19,5 % de expres¡ón (ANOVA una vía, F:

4,17; p<0,05). Al aumentar el t¡empo de exposición, la expresión del transportador no

presentó diferencias signif¡cativas con respecto al basal (Figura 3A)-

3T



BA
MRNA HCP1 MRNA FLVCR

Tiempo, hrs Tiempo, hrs

F¡gura 3. Expresión relativa de mRNA HCPI y FLVCR frente al t¡empo de estímulo

con hem. Células Caco-2 fueron tratadas por diferentes t¡empos con hem 50 pM y los

niveles relativos de mRNA de (A) HCPI y (B) FLVCR con respecto a actina fueron

determinados por RT-PCR cuantitativo. Los resultados fueron expresados como

porcentaje del nivel de mRNA de células control no tratadas con hem. (Promedio * DE.

n=6; ANoVA una vía, Bonferron¡ post-test - p<0,05; '" p<0,01 ; 
**- p<0,001)

La expresión del mRNA de FLVCR mostró una leve disminución frente a la

expos¡ción a hem, la cual se mantuvo en el tiempo, llegando a ser de 73,6 + 6,3 o/o pata

un estímulo de 72 horas (ANOVA una vía, F: I I ,50; p< 0,001; Figura 3B).

Estos resultados sugieren que la expres¡ón del mRNA de HCPI y FLVCR varía

frente a un esiímulo de hem, disminuyendo la abundancia del mRNA de ambos genes.

Para el caso de HCP1, al igual como ocurre para HO-1, la variación se observa a las

12 horas de estimulo, mientras que para FLVCR la disminución de la expresión se

mantiene en el tiempo.
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3.2 Efecto de la concentración de hem extracelular en los niveles de expresión

relativos de mRNA de HCPI y FLVCR en células Caco'2.

Dado que un estímulo de 12 horas con hem induce variaciones en la expresión

de HCP'I y FLVCR, se determinó el efecto de la concentración de hem extracelular en

la expresión relativa de HCPI y FLVCR a las 12 horas de estímulo. Como era

esperado, el conienido de Fe interno aumentó al ¡ncrementar la concentrac¡ón de hem

extracelular, desde 1,40 t 0,04 nmolesimg proteína para el basal hasta 5,33 t 0,50

para una concentrac¡ón de hem extracelular 80 pM (ANOVA una vía, F: 22,10;

p<0,001; F¡gura 4A).
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Figura 4. Contenido de Fe y hem interno en células Caco-2 tratadas con

concentrac¡ones crec¡entes de hem por 12 horas. (A) Contenido de Fe ¡ntracelular

total. (B) Contenido interno de hem. (Promed¡o t DE. n=3; ANOVA una vía, Bonferron¡

post-test: . p<0,05; -* p<0,01; --- p<0,001).

JJ



El conten¡do intracelular de hem en cambio, llegó a un máximo de 17,00 + 0,65

pmolesimg proteína para hem extracelular 50 UM, para luego disminuir cuando la

concentración extracelular de hem fue de 80 ¡.tM a 13,14 ! 1,94 pmoles/mg proteína

(ANOVA una vía, F: 33,07; p<0,001 Figura 4B).

La expresión relativa del mRNA de HO-1 aumentó significativamente en

presencia de hem, este aumento en los niveles de mRNA fue dependiente de la

concentración (Figura 5A). A una concentración de hem extracelular 80 pM la

expresión relativa del mRNA aumentó a 1276 + 138 %, más de 12 veces la expres¡ón

del basal (ANOVA una vía, F: 135,9; p<0,0001). Este aumento en los niveles de

mensajero se correlacionó con un incremento en la act¡vidad enzimática de HO (Figura

5B).

La expresión relat¡va del mRNA de HCPI a las 12 horas de estímulo disminuyó

para una concentración de hem extracelular 50 pM; al 57,0 t 20,3 o/o (ANOVA una vía,

F: 5,05; p<0,05; Figura 6A).
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Figura 5. Expres¡ón relativa de mRNA de HO-l y act¡vidad enz¡mática en células

Caco-2 somet¡das a d¡st¡ntas concentraciones de hem por 12 horas. (A) Expresión

relat¡va de HO-1 a concentrac¡ones crec¡entes de hem extracelular (B) Actividad

enzimática de HO en función de la concentrac¡ón de hem extracelular. (Promedio t DE.

n=3; ANOVA una vfa, Bonferroni post-test: " p < 0,05; *- p < 0,05; *.- p<0,001).

En el caso de FLVCR, Ia disminución la expresión del mRNA se observó para

una concentración de hem extracelular 20 ¡tM, llegando a 64,1 t 14,4 o/o, perc a

concentraciones mayores de hem los niveles de mensajero no presentaron diferencias

con respecto al basal (ANOVA una vía, F: 6,93; p<0,01' Figura 68)-
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F¡gura 6. Variac¡ón de la expresión relativa de mRNA de HGPI y FLVCR en

respuesta a concentraciones crec¡entes de hem a las 12 horas de estímulo. (A)

HCP1. (B) FLVCR. (Promed¡o É DE. n=6; ANOVA una vÍa, Bonferroni post-test * p< 0,05;

** p< 0,01)

Estos resultados ¡ndican que, para un estímulo de 12 horas, la var¡ación en la

expres¡ón del mRNA de HCPI y FLVCR depende de la concentración de hem

extracelular, y que para HCP1, la disminución de la expresión del mRNA se observa a

la concentrac¡ón de hem extracelular con la cual se alcanza el mayor contenido

Intracelular de hem, 50 UM.
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3.3 Expresión de mRNA de HGPI y FLVCR en respuesta a un estímulo de Fe no-

hemínico.

Los resultados anteriores muestran que al exponer células Caco-2 a hem

extracelular se produce una variación en la expresión de HCPI y FLVCR, y que esta

variación es depend¡ente de la concentración de hem extracelular. Además, la

respuesta observada, principalmente para HCPI, se relaciona de manera inversa con

el conten¡do interno de hem y no con el de Fe total. Para descartar la posibil¡dad de

que el Fe no-hemínico pueda provocar camb¡os a nivel transcripcional en HCPI y

FLVCR, se incubaron células Caco-2 con d¡st¡ntas concentraciones de Fe-NTA (1:2)

por 12 horas y se determinó el efecto en los n¡veles de mensajero. Producto del

estímulo, estas células aumentan su conten¡do de Fe interno a medida que la

concentración de Fe extracelular se incrementa (ANOVA una vía, F: 114'2; p<0,001;

Figura 7A). Además, se encontró un aumento significativo en los niveles de hem

intracelular, pero sólo para una concentrac¡ón de Fe no-hem 20 pM (ANOVA una vía,

F: 4,98; p<0,05; F¡gura 7B).
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F¡gura 7. Gontenido de Fe y hem ¡ntracelular en células Caco-2 expuesta§ a

concentraciones crecientes de Fe no-hemínico por 12 horas. (A) Contenido de Fe

¡ntracelular total. (B) Contenido interno de hem. (Promedio t DE. n=3; ANOVA una vía,

Bonferron¡ post-test: . p<0,05; '. p<0,01).

En la expresión relativa del mRNA de HO-1, si bien se observó un aumento a

mayores concentraciones de Fe no-hemín¡co, éste es mucho menor al observado para

un estímulo con hem, y no fue estadísticamente significativo. Para HCPI y FLVCR no

se observaron efectos significativos en respuesta a la exposic¡ón a Fe no-hemín¡co

(F¡gura 8), como sí ocurrió para los estímulos con hem.
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F¡gura 8. Efecto del Fe no-heminico en la expresión de mRNA de HO-I, HCPI y

FLVCR en células Caco-2 a las 12 horas de estímulo. Expres¡ón relativa de (A) HO-f ,

(B) HCP-1 y (C) FLVCR. (Promedio t DE. n=6; ANOVA una vía = NS).
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3.4 Transporte transep¡tel¡al de hem en células Caco-2.

Aún ex¡ste controversia sobre si la molécula de hem captada apicalmente es

capaz de realizar una transcitosis desde compartimientos apicales hasta la membrana

basolateral y ser exportada de las células de manera intacta. Para estudiar esta

posibilidad se utilizó el inhibidor de la síntesis de novo de hem, succinilacetona (SA,

ácido 4,6-dioxoheptano¡co) para elim¡nar la posible contribución del hem sintetizado por

las células Caco-2 endógenamente. La SA inhibe el paso enzimático mediado por la

enzima 6-aminolevulinato (ALA) deh¡dratasa, segunda enzima de la ruta biosintética

del hem, la que cataliza la fusión de cuatro moléculas de ALA en un único anillo

porf¡rínico (Ebert y col., 1979). Al incubar células Caco-2 con SA I mM en el medio de

cultivo, la concentrac¡ón de hem intracelular disminuyó en el tiempo (ANOVA una vía;

F: 5,02, p<0,05. Figura 9), indicando que éstas células s¡ntetizan hem de manera

activa.

En élulas Caco-2 que fueron incubadas por 48 horas con 0 (control) o 1 mM SA

se determinó el transporte de hem hacia el medio basolateral. Se observó que existe

transporte de hem a través de la membrana basolateral de las células, atribuible a hem

sintetizado endógenamente, el cual disminuyó de 6,59 t O,4O pmoles-mg proteínas-1"h-1

a 2,88 ! 0,42 pmoles"mg proteínas-1,h-1 producto del tratamiento (Figura 10A)-
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020406080
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F¡gura 9. contenido de hem intracelular en células Caco-2 expuestas a SA I mM

por d¡ferentes tiempos. El conten¡do interno de hem se determ¡nÓ mediante un ensayo

fluorescente de hem a partir de extractos celulares. (Promedio + DE. n=3; ANOVA una

vía, post-test de tendencia: ** p<0,01).

Cuando estas células se ¡ncuban con diferentes concentrac¡ones apicales de

hem, las células tratadas con SA presentaron una diferencia significat¡va en el

transporte de hem (ANCOVA, p<0,0001; F¡gura 108), siendo menor en estas células

que en las células control.
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Figura 10. Transporte de hem en células Caco-2 tratadas con SA I mM' (§

Transporte basal de hem hacia el med¡o basolateral en células Caco-2 controles y

tratadas por 48 horas con 1 mM SA (Promed¡o t DE. n=3. t§tudent: '-" p<0'001). (B) El

transporte de hem en células Caco-2 controles y tratadas por 48 horas con I mM SA para

diferentes concentraciones de hem apical (Promedio + DE; n=3; ANCOVA: "-. p<0,001).

A pesar de la dism¡nución observada en el transporte de hem en las células

tratadas con SA con respecto a las élulas sin tratar, en estas células existe un

aumento cons¡derable en el transporte a mayores concentraciones apicales de hem,

indicando que parte del hem captado a n¡vel apical es capaz de transportarse de

manera intacta hasta la membrana basolateral y ser exportado.
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3.5 lnhibición de la expresión de HCPI y FLVCR en célutas Caco-2.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de mRNA de HCPI y FLVCR

varían en respuesta a cambios en la concentración intracelular de hem, lo cual indica

que ambos genes estarían relacionados con el metabolismo de hem. Con el objetivo de

investigar el rol de HCPI y FLVCR en la captación y salida de hem, respectivamente,

en células tipo epitelio intest¡nal, se utilizó la técnica de RNA de interferencia para

lograr el silenciamiento de la expresión de HCPI o FLVCR. Para ello, células Caco-2

fueron transfectadas con 4 vectores distintos para cada gen, los cuales expresan un

fragmento de RNA pequeño en horquilla (shRNA) específico que permite el

silenciamiento de la expresión, además de un vector control negativo. Los clones

positivos fueron seleccionados y a partir de ellos se generaron 4 líneas estables para

cada gen (HCP1-RNAi I -4 y FLVCR-RNA| 1-4). La inhibición de la expresión fue

confirmada luego de 1 mes de selección mediante RT-PCR en tiempo real. Para las

líneas HCP1-RNA¡, el análisis de la expresión relativa de HCPI mostró que las líneas 1

y 4 presentaban una inhibición significativa de su expresión, la cual fue de 58,1 t 15,5

y 66,8 t 10,4 % respectivamente (Figura'11A). Para FLVCR-RNAi en cambio, todas las

líneas presentaron una inhibición significativa de la expresión de FLVCR, entre 49 a 37

% de expresión (Figura'l1B). Para los experimentos poster¡ores, se seleccionaron las

líneas HCPI-RNAi I y FLVCR-RNAi 4.
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Figura 11. Porcentajé de ¡nhib¡c¡ón de la expres¡ón de mRNA de HCPI (A) en las

tíneas HCPI-RNAi y FLVCR (B) en las l¡neas FLVCR-RNA¡. Los niveles relat¡vos de

mRNA de HCPI y FLVCR en las líneas de células Caco-2 RNA| generadas fueron

determinados med¡ante RT-PCR cuantitat¡vo. Los resultados fueron expresados como

porcentaje del nivel de mRNA de células control c, transfectadas con un veclor negat¡vo.

(Promedio t DE. n=3; ANOVA una vía, Bonferroni post-test: 'p<0,05; "- p<0,01i '--

p<0,001).

3.6 Gontenido de hem, Fe total y expresión de mRNA HO-1 y FLVCR en células

Caco-2 HCPI -RNAi.

En la línea seleccionada para los transfectantes HCPI-RNAi, se evaluó el efecto

de la inhibic¡ón de la expresión de HCPI en el contenido ¡ntracelular de hem y Fe total.

En estas élulas, ¡ncubadas con medio basal, el nivel de Fe intracelular no presenta

diferencias signif¡cativas comparado con el control (F¡gura 12A). Con respecto a la

concentración de hem ¡ntracelular, si bien mostró un aumento en las células HCPI-
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RNA| con respec{o a las células control, éste no fue estadíst¡camente signif¡cativo

(Figura 128).
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F¡gura't2. Conten¡do de Fe (A) y hem ¡ntracelular (B) en células Caco-2 HCPÍ -RNAi.

El nivel de Fe intracelular total fue determ¡nado a partir de extractos celulares por medio

de espectrometrfa de absorción atómica. EI contenido interno de hem se determinó

mediante un ensayo fluorescente de hem a partir de extractos celulares. (Promedio t DE.

n=3; t-Student: NS).

En estas condiciones de cultivo, la inhibic¡ón de la expresión de HCPI mostró un

efecto significativo en la expres¡ón del mRNA de HO-1, la cual fue de 71,3 t 16,8 %' lo

que representa una disminución cercana a un 30% con respecto al control (Figura

13A). La expresión del mRNA de FLVCR, en tanto, fue de 90,2 t 11,8 o/o, por lo que no

mostró variación sign¡ficativa con respecto al control (Figura 138).

Control HCPI -RNAi Control HCP'I -RNAi
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Figura 13. Expres¡ón relativa de mRNA de (A) HOf y (B) FLVCR en células HCPI-

RNA|. Los niveles relatúos de mRNA de HO-1 y FLVCR en células Caco-2 HCPI-RNAi

fue determ¡nada med¡ante RT-PCR cuantitativo. (Promedio * DE- n=3; t-Student: *

p<0,0s).

3.7 Captación de ssFe-hem en células caco-2 HCPI -RNAi.

Para estudiar la participación de HCPI en la captac¡ón de hem a nivel de

membrana apical, células Caco-2 fueron sembradas en insertos bicamerales por 12

días y se realizaron ensayos de captación de uuFe-hem. Las células HCPI-RNAi

incubadas por diferentes períodos de tiempo, mostraron una captación de ssFe-hem

menor a las células controles para todos los tiempos estud¡ados (ANOVA dos vías; F:

58,97; p<0,0001; F¡gura 14A). La captación de uuFe-hem entre los 5 y 120 m¡nutos para

las élulas HCPI-RNA¡ aumentó desde 0,35 r0,O2 a 1,39 + 0,'13 nmoles/mg protelna,

respectivamente, m¡entras que para las células controles en ¡guales periodos de tiempo

aumento desde 0,58 t 0,05 a 2,4O tO,O7 nmoles/mg proteína, respec{ivamente.
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De la misma manera, las células HCPI -RNA|, incubadas con d¡ferentes

concentraciones de ssFe-hem en el med¡o, mostraron una menor captación de 55Fe-

hem con respecto a las células controles a medida que las concentrac¡ones de 55Fe-

hem aumentan (ANOVA dos vías; F:12,55; p<0,01; Figura 148). En las élulas HCPI-

RNA| la captación aumentó desde 0,39 * O,O1 a 0,65 + 0,03 nmoles/mg protefna-1'h-1

entre 50 y 200 UM de usFe-hem en el medio apical, respectivamente, mientras que las

células controles la captación aumentó de 0,59 t 0,06 a I,05 + 0,04 nmoles/mg

proteína-1.h-1 en iguales con@ntrac¡ones.
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F¡gura 14. Captación de sFe-hem por células HCPI-RNA¡. {A} Curso temporal de ta

captación de 55Fe-hem (2OO pM) (B) C¡nética de M¡chaelis-Menten para la captación de

uuFe-hem. (Promed¡o i DE. n=3; ANOVA dos vías: ** p<0,01; "" p<0,001).

Al analizar la captación según la cinética de Michaelis-Menten, se obtuvo que las

élulas HCPI-RNA| presentaron una K. de 5'1,89 * 10,06 pM mientras que la K," de las

células controles fue de 72,28 ! 10,63 pM. La V,"* d¡sm¡nuyó de 1,42 r 0,O7

t"



nmoles/mg proteína-1.h-1 a 0,83 + 0,05 nmoles/mg proteínar.hi en las células HCPI-

RNAi, indicando que éstas células alcanzan una menor veloc¡dad de transporte que las

células controles, producto de la menor cantidad de transportador en la membrana.

Se ha postulado que el hem puede ser captado por las células Caco-2 mediante

endoc¡tosis o pinocitosis (Galbraith y col., 1985). Experimentos anteriormente

realizados en nuestro laboratorio muestran que la capiac¡ón de hem Se ve afectada al

¡nterrump¡r el tráfico vesicular (Flores, 2006). con el propósito de inhibir la endocitosis y

pinocitosis, se realizó un experimento de captación de tsFe-hem en células HCP1 -RNAi

y células controles utilizando colch¡c¡na. Este compuesto es un inhibidor selectivo del

ensamblaje de m¡crotúbulos, el que reacciona con el dímero de tubulina impidiendo

que estos se integren al microtúbulo en formación. Al incubar las células con 200 pM

uuFe-hem se observó una ligera disminución de la captación con el tratamiento con

colchicina, tanto en células controles como en HCPI-RNA|, pero en ambos casos no

fue un efecto significat¡vo (Figura 15).

48



19

1

1

0

bF
ro
,tEBA
9o
.€
:98
H6XE
(EL
o

Controles HCPI -RNA|

I Sin Tratar

E Colchicina

Figura 15. Captación de $Fe-hem por células tratadas con colchicina. Células

HCPI-RNA¡ y controles fueron ¡ncubadas por 30 m¡n con colchicina 10 pM previo a

real¡zar el exper¡mento de captac¡ón. Las células fueron incubadas con 200 pM uuFe-hem

ap¡cal por 60 min y se determinó la cáptación en un contador de centelleo líqu¡do

(Promedio + DE. n=3; ANOVA dos vías, Bonferroni post-test: .- p<0,01; --* p<0,001).

3.8 Contenido de hem, Fe total y expresión de mRNA de HO-1 y HCPI en células

Caco-2 FLVCR-RNAi.

Al evaluar el efecto de la inh¡bic¡ón de la expresión de FLVCR en el contenido

intracelular de Fe total no se encontraron diferenc¡as s¡gn¡f¡cativas entres células

FLVCR-RNAi y células control. Además, la inhibición de la expres¡ón de FLVCR no

afectó el contenido de hem ¡nterno en las células FLVCR-RNA| (F¡gura 16).
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Fe ¡ntracelular Hem intracelular

Figura 16. Contenido de Fe (A) y hem intracelular (B) en células Caco-2 FLVCR-

RNA¡. El nivel de Fe intracelular total fue determinado a parl¡r de extractos celulares por

medio de espectrometría de absorción atómica. El contenido interno de hem se determinó

mediante un ensayo fluorescente de hem a partir de extractos celulares. (Promedio r DE.

n=3; t-Student: NS)-

Las células FLVCR-RNA¡ presentaron una expresión del mRNA de HO-l de

alrededor de 1,5 veces la de las células control (Figura l7A), m¡entras que la expres¡ón

del mRNA de HCPI alcanzó un 66 % (Figura 17B).
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Figura 17. Expresión relativa de mRNA de (A) HO-f y (B) HCP1 en células FLVCR-

RNA¡. Los niveles relativos de mRNA de HO-1 y HCPI en células Caco-2 FLVCR-RNA¡

fue determinada med¡ante RT-PCR cuantitat¡vo. (Promed¡o * DE. n=3; t-Student: **

p<0,01).

3.9 Exportación de ZnPP en células Caco-2 FLVCR-RNAi.

Para estud¡ar el rol de FLVCR en la salida de hem de élulas Caco-2, se utilizó el

análogo estructural de hem ZnPP, el cual no puede ser degradado por la hem

oxigenasa y, por lo tanto, es exportado de la élula de forma intacta y puede ser

determ¡nado por fluorescenc¡a. Células Caco-2 FLVCR-RNAi y controles fueron

cargadas por el lado apical por 30 min con ZnPP 50 IJM. Luego, las células fueron

dejadas en buffer de transporte y se determ¡nó la sal¡da de ZnPP de las células

midiendo la d¡sminución de la fluorescencia intracelular. Como muestra la Figura l8A,

luego de la carga de 30 min, Ias celulas FLVCR-RNA| mostraron un contenido interno

menor de ZnPP en comparación con las células control (0 min), debido pos¡blemente a

Control FLVCR-RNA|

-r_
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que la menor expresión de HCPI en estas células resulta en una menor captación de

ZnPP (ver resultados 3.8, arriba). Para ambas células se observó una disminución de

la concentración de ZnPP intracelular en el tiempo luego de la carga (Figura 18A).
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Figura 18. Salida de ZnPP de células Caco-2 FLVCR-RNA|. Célutas FLVCR-RNAi y

controles fueron cargadas por 30 m¡n con ZnPP 50 tlM y luego se determ¡nó (A) la

disminución de su concentrac¡ón ¡ntracelular (Promedio r DE. n=3. ANCOVA: . p<0,05) y

(B) la aparición en los compartimientos ap¡cal (A) y basolateral (BL) luego de 30 y 60 min

post-cargá (Promedio t DE. n=3; t-Student: "-- p<0,001)

Se determinó además, la cantidad de ZnPP que fue exportada hac¡a cada

compartimiento. En la Figura 188 es posible observar que tanto para las células

controles como para las células FLVCR-RNAi la salida de ZnPP a través de la

membrana apical fue mucho mayor que la salida a través de la membrana basolateral.

Dado que el conten¡do inicial de ZnPP fue d¡stinto, se calculó el porcentaje de salida de

ZnPP con respecto a la cantidad interna de ZnPP luego de los 30 min de carga, para
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poder comparar ambas células. Sorprendentemente, las élulas FLVCR-RNA|

presentaron una mayor sal¡da de ZnPP a través de la membrana basolateral que las

células controles, m¡entras que la salida a través de la membrana apical no presentó

diferencias (F¡gura 1 9).

Tiempo post-carga, min

F¡gura 19. Porcentaje de ZnPP exportada hac¡a el compartimientos apical y

basolateral. Células FLVCR-RNAi y controles fueron cargadas por 30 min con Znpp S0

pM. A los 30 y 60 min post-carga se determinó la cantidad de Znpp exportada hacia los

compartimientos apical (A) y basolateral (BL) mediante fluorescenc¡a. El porcenta¡e de

ZnPP exportado fue calculado en relación a la cantidad intracelular de Znpp luego de los

30 min de carga (Promedio r DE. n=3; t-Student: ""- p<0,001).
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4. DISCUSIÓN

A pesar de que el hem dietario es la principal fuente de Fe para personas

consumidoras de carnes rojas, los estudios de la absorción de Fe han estado

centrados pr¡nc¡palmente en el mecanismo por el cual el Fe no-hemínico es captado

por las células intestinales, el cual se sabe, d¡f¡ere de la vía de captac¡ón de hem.

Debido a ello, hasta hace un tiempo atrás poco se conocía acerca del mecan¡smo

involucrado en la absorc¡ón ¡ntestinal de hem, y varias hipótesis han sido planteadas

intentando explicar cómo la molécula era transportada desde el lumen al ¡nter¡or de las

células enterocíticas. El primer modelo propuesto involucra un receptor que media la

endocitosis del hem (Gresbeck y col., 1979), pero d¡cho receptor nunca ha sido

ident¡f¡cado en células intestinales humanas. Varios estudios posteriores ¡ndlcan que el

transporte de hem es med¡ado por un transportador (Worth¡ngion y col., 2001; Uc y

col., 2004; Arredondo y col., 2008), siendo el único hasta ahora descrito HCPI

(Shayeghi y col., 2005). El modelo de absorción intestinal de hem aceptado

actualmente (Oates y West, 2006) propone que la captación ocurre a través de un

transportador, como HCPI, y/o por un proceso endocítico.

La degradación de hem y la liberación de Fe, es llevada a cabo por la enzima

microsomal hem oxigenasa (HO) y la fracción no degradada es transportada desde las

células enterocíticas a través de un exportador, como FLVCR, local¡zado en la

membrana basolateral o apical. Existen, s¡n embargo, aún dudas sobre la real

participación de HCPI en el proceso de absorción intestinal, y hasta la fecha no existen

estudios que vinculen a FLVCR con la exportación de hem en células enterocíticas.



En la presente tesis se utilizó la línea celular modelo de epitelio iniesiinal Caco-2

para estudiar el rol de HCPí y FLVCR en la captación y transporte de Fe, mediante la

técnica de RNA de interferencia, que permite lograr el silenciam¡ento de la expresión

de estos genes. Además, se estudió su respuesta a nivel transcr¡pcional frente a un

estímulo de hem. F¡nalmente, se estudió si existe paso de hem intacto desde la

membrana apical a la basolateral.

4.1 Expresión de mRNA de HCPI y FLVCR en respuesta a hem.

Dado que las proteínas involucradas en el metabol¡smo ¡ntest¡nal de Fe

presentan algún tipo de regulación, ya sea transcr¡pcional, post-transcripcional o post-

traduccional, que permite mantener los niveles adecuados de Fe corporal, es altamente

probable que las proteínas que part¡cipan en la absorción de hem también estén

sometidas a regulación. Por esta razón, estudiamos la respuesta a nivel transcr¡pc¡onal

de HCPI y FLVCR frente a estímulos de hem mediante RT-PCR cuant¡tat¡vo.

Gran parte de los estudios relativos al estudio del metabolismo de hem utilizan

hemina como fuente de hem. S¡n embargo, el uso de hemina presenta d¡ficultades

debido a su insolubilidad y la formación de agregados. Además, la absorción es más

ef¡c¡ente cuando el hem se encuentra en presenc¡a de péptidos de globina que cuando

está solo (Follett y col.,2OO2: Arredondo y col. 2008). Para ofrecer estímulos de hem a

las células se utilizó como fuente de hem un digerido parcial de hemoglobina, el cual se

asemeja más a la condición fisiológica de absorción a la que están sometidas las



células ¡ntestinales. El hem presente en el digerido es absorb¡do por las células Caco-

2, como indlca el aumento de Fe intracelular (Figura 1A, Figura 4A).

Se ha demostrado (Cable y col., I 993) que la molécula de hem es capaz de

regular su propio catabolismo en la célula al modular la expresión de HO-1, mediante la

unión al represor transcripcional Bach1. EI hem regula negativamente la actividad

represora de Bachl, y perm¡te que la proteína Nrf2 active la expres¡ón de HO-l

(Ogawa y col., 2001; Sun y col., 2002). En células Caco-2, ya ha sido descrita la

inducción de la hem oxigenasa por hem, la cual es dosis y tiempo dependiente (Cable

y col., 1993; Uc y Britigan, 2003). Los resultados obtenidos mostraron una máxima

inducción de la expresión de mRNA de HO-1 a las 12 horas de estímulo con hem

(Figura 2A), lo que se correlac¡ona con un aumento de la concentración intracelular de

hem pero no con la de Fe total" También se observó en este trabajo un aumento de los

n¡veles relat¡vos de mRNA de HO-1 cuando las células fueron incubadas con

concentraciones crecientes de hem extracelular por 12 horas (Figura 5A), resultados

concordantes con los previamente publicados. EI aumento en los n¡veles de mRNA se

correlac¡onaron además, con un incremento en Ia activ¡dad de HO (F¡guras 28 y 58) y

resultados obten¡dos en nuestro laboratorio muestran que lo mismo ocurre con los

niveles de proteína (Mendiburo, 2006). La inducción de la expresión de HO-1 es

específ¡ca para hem, dado que un estímulo con Fe no-hemínico por 12 horas, no es

capaz de elevar los niveles intracelulares de hem y no provoca una respuesta

sign¡f¡cativa en la expresión de HO-'t (Figuras 7 y 8A).

Estudios sobre la expresión de HCPI en ratón habÍan mostrado que esta

proteína no es regulada por cambios en los niveles corporales de Fe, como ocurre con
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proteínas propias de la ruta de absorción de Fe no-hemínico (Shayegh¡ y col., 2005).

En células Caco-2, la quelac¡ón de Fe intracelular no afecta Ia expresión de HCPI

(Latunde-Dada y col., 2006b). Nuestros resultados muestran que al recibir un estímulo

extracelular de hem, las células d¡sm¡nuyen la expres¡ón del mRNA de HCP1 (F¡guras

24 y 6A) cuando las élulas alcanzan el máximo contenido de hem intracelular y por

consiguiente, la máxima inducc¡ón de HO-1. Utilizando un estímulo de Fe no-hemínico

no se encontraron var¡aciones en la expresión de HCPI (Figura 8B), concordante con

los resultados de Latunde-Dada y col. (2006b).

El patrón de expresión del mRNA de FLVCR frente a estímulos con hem fue

similar al encontrado para HCP1. La disminución de su expresión en el tiempo fue sin

embargo, constante (Figura 3B). Con respecto a la concentración extracelular, para un

estímulo de l2 hrs la disminución de la expresión se presentó para hem extracelular 20

pM, m¡entras que para concentraciones de 50 y 80 pM sus niveles de mRNA no

presentan diferencias con respecto a la condición basal (Figura 68).

Sin embargo, estos resultados sólo nos ¡ndican que existe una var¡ac¡ón en los

niveles de mensajero, pero no podemos asegurar que estos camb¡os se reflejan de la

misma manera en la abundancia de las proteínas HCPI y FLVCR, ya que no existe

necesar¡amente una correlación directa entre los niveles de mRNA y de proteína. Es

entonces necesar¡o complementar estos resultados con el uso de anticuerpos contra

HCPI y FLVCR para determinar si las respuestas observadas a nivel de mensajero se

corresponden con los n¡veles de proteína.
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4.2 Transporte transepitelial de hem en células Caco-2.

La succinilacetona es un potente inh¡bidor específico de la 6-aminolevulinato

(ALA) dehidratasa, la segunda enzima de la vía de síntesis de hem. Una concentración

de 1 mM SA inhibe la síntesls de hem cerca de un 100% a las 12 horas de incubación

(Beru y col., 1983; Ye y Zhang,2004). Los experimentos realizados con SA, muestran

que las células Caco-2 sintetizan activamente hem (Figura 9). Parte del hem

sintetizado endógenamente es transportado a través de la membrana basolateral, y

este transporte disminuye al caer la concentrac¡ón de hem intracelular (Figura 10A).

Al incubar las élulas control con hem ap¡cal, hay un aumento del transporte a

través de la membrana basolateral, como es esperado. El tratamiento con SA por 48

horas, si b¡en d¡sm¡nuye el transporte transepitelial de hem, no lo suprime. Hay que

tener en cuenta que las células tratadas con SA deben presentar niveles basales de

HO-1 menores a las células controles, dado que su concentración de hem intracelular

disminuye, y por lo tanto una menor cantidad del hem captado es degradado en estas

células. A pesar de esto, ya que la incubación con hem apical se realizó por 6 horas, la

mayor degradación del hem captado es realizada por la HO-2, de expresión constante.

De todas formas, estos resultados muestran que el hem captado es capaz de sufr¡r una

transc¡tos¡s desde la membrana apical a la basolateral.
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4.3 Rol de HCPI en la captación de hem.

Utilizando el sistema de vectores SureSilencing shRNA se obtuvo una línea

estable de células Caco-2 que presentaba una inhibic¡ón de la expresión del mRNA de

HCP'I cercana al 42 o/o. Este porcentaje de inhibición fue menor al esperado para estos

vectores, de sobre un 70 o/o. Es pos¡ble que una alta inhibición de la expresión de

HCPI sea deletérea para las células.

Según los resultados obtenidos, la inhibición de la expresión de HCPI no afecta

el metabolismo intracelular de Fe, por lo menos no en lo que se refiere a contenido de

Fe intracelular, ya que las células HCP"I-RNAi no presentaron camb¡os en la

concentración interna de Fe en comparac¡ón a las células controles. El contenido

interno de hem, por su parte, mostró inesperadamente un ligero aumento, pero éste no

fue estadísticamente significativo (F¡gura 12). Dado que las células fueron manten¡das

en med¡o basal, con una baja concentrac¡ón de hem extracelular, el hem presente en

ellas proviene principalmente de la biosíntesis endógena, por lo que la disminución de

HCPI no estaría afectando la tasa de sÍntesis de hem-

Sin embargo, la expresión del mRNA de HO-1 en las células HCPI -RNAi fue

significativamente menor que en las células control (Figura 13). La expresión de HO-1

está fuertemente controlada por los n¡veles intracelulares de hem a través de Ia

competencia entre Bachl y Nrf2 por la unión al promotor de HO-1, por lo que, al estar

la expresión de HO-1 disminuida en las células HCPI-RNA|, debe existir una menor

concentración de hem disponible para actuar sobre Bachl y permitir la activación de la

transcripción por parte de Nrf2 en estas células. Una posible explicación para este
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resultado, ya que la concentrac¡ón total de hem ¡nterno no varía con respecto a las

células control, es que HCPl participe en el tráfico intracelular de hem, y al disminuir

su expresión quede parte del hem secuestrado en algún compart¡miento celular, sin

poder llegar al núcleo y ejercer su acción inductora. La expres¡ón del mRNA de

FLVCR, en camb¡o, no sufr¡ó mod¡ficac¡ones producto de Ia disminución de HCPI.

Las células HCPI-RNA| mostraron una disminución en la captación de ssFe-hem

(Figura 14), consistente con la h¡pótesis de que HCPI es el transportador o uno de los

transportadores que participa en la absorc¡ón de hem a n¡vel ap¡cal. El trabajo de

Latunde-Dada y col. (2006b) realizado en células Caco-2, mostró el efecto de la sobre-

expresión de HCPI en la captación de hem, la cual aumenta aunque de manera

moderada, posiblemente debido a la alta expresión endógena y a la existencia de

regulac¡ón a n¡vel post-traduccional.

Trabajos realizados previamente en nuestro laboratorio sugieren la contribución

de un proceso endocítico en la captación de hem por parte de células Caco-2 (Flores,

2006; Arredondo y col. 2008). Se ha observado una disminuc¡ón en la captación de

hem al someter a las células Caco-2 a la técnica de depleción de potasio intracelular

(Larkin y col., 1983), la cual inhibe la endocitosis mediada por receptor al disminuir las

vesículas recubiertas de clatr¡na en la membrana. La acidificación del citosol, que

provoca una disminución de las formación de vesículas al disminuir el pH interno

(Sandvig, 1987), también disminuye la captación de hem. Sin embargo, ambas

técn¡cas son agresivas para las células y pueden tener efectos a n¡vel de síntesis y

estructura de proteínas.
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En este trabajo, su ut¡lizó colch¡c¡na para determinar su posible efecto en la

captación de hem (Figura l5). La colch¡c¡na induce la disrupción de microtúbulos, los

cuales juegan un importante papel en el tráfico vesicular, tanto endocítico como de

destinam¡ento de proteínas entre compartimentos celulares. El tratamiento con

colchicina no tuvo efectos significat¡vos en la captación de hem, n¡ para células

controles ni para células HCP1 -RNA¡, si b¡en ex¡stió una pequeña d¡sminución en

ambos casos. Por lo tanto, s¡ bien es probable que procesos endocíticos contribuyan a

la entrada de hem a las células, no es el pr¡nc¡pal proceso involucrado y su bloqueo

puede ser sobrellevado por la actividad de HCPI .

Estos resultados, junto con el hecho de la expresión del mRNA de HCPI

disminuye al aumentar la concentración de hem intracelular ind¡carían que existe una

regulación transcripcional por la cual se impide un exceso de captación de hem cuando

las células ya están saturadas.

4.4 Papel de FLVCR en la salida de hem.

El m¡smo sistema de vectores SureSilencing shRNA utilizado para la obtención

de células HCPI -RNAi permitió contar con una línea esiable de células Caco-2 que

presentaba inhibición de la expresión del mRNA de FLVCR. En este caso, el

porcentaje de inhibición fue mayor, cercano al60 o/o.

Al igual que lo observado para las células HCPI-RNA|, la inhibición de FLVCR no

tuvo efectos en el contenido de Fe intracelular ni en el conten¡do interno de hem
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(Figura 16). La expresión del mRNA de HO-1 presentó un comportamiento inverso a lo

encontrado para las células HCPí-RNA|, su expres¡ón se indujo en las células FLVCR-

RNAi, mientras que la expresión del mRNA de HCPI se vio disminuida (Figura 17). Si

la inhibición de la expresión de FLVCR es responsable de un aumento en la

concentrac¡ón de hem libre, la inducción de HO-1 podría compensar este efecto,

aumentando el catabolismo de hem y manteniendo así constante su concentrac¡ón

intracelular, al igual que la disminución de HCP1, impidiendo que más hem sea

captado.

Para determinar el rol de FLVCR en la salida de hem de las células Caco-2 se

utilizó el análogo estructural ZnPP (cinc protoporfirina), deb¡do a que no es degradado

por la hem ox¡genasa y permite eliminar la interferencia de la metabolización del hem.

Varios análogos estructurales no metabolizables, como ZnPP, ZnMP (cinc

mesoporf¡r¡na) y SnPP (protoporfir¡na de estaño) han s¡do utilizados en diferentes

trabajos para estudiar el transporte de hem (Worthington y col., 2001; Quigley y col.,

2004). Además, Shayeghi y col. (2006) mostraron que la ZnPP compite con el hem por

la entrada a través de HCP1.

La ¡nh¡bic¡ón de la expresión de FLVCR mostró un efecto inverso al esperado,

aumentó la salida de ZnPP de las células a través de la membrana basolateral (F¡gura

19). Tanto en las células controles como en las células FLVCR-RNA¡, la salida de

ZnPP fue superior a través de la membrana apical, y este transporte no se vio afectada

por la inhibición de la expresión de FLVCR. Uc y col. (2004) ya habían reportaron que

en células Caco-2 existe un transporte de hem tanto en la vía absortiva, de apical a

basolateral, como secretoria, de basolateral a apical. Ellos encontraron que el
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transporte de hem ocurre mayoritariamente por la vía secretoria. Se ha postulado que

la secreción de hem por parte de células epiteliales intestinales podría ser parte de un

mecanismo regulatorio de la absorción de hem, que impide una entrada exces¡va de Fe

al organismo. Sin embargo, parece ser que FLVCR no está directamente involucrado

en la salida de hem de las células Caco-2, pero, según los resultados de un aumento

de la expresión de HO-1, disminución de la expres¡ón de HCPI y el aumento de sal¡da

de ZnPP a través de la membrana basolateral en células FLVCR-RNA|, indica que

FLVCR part¡c¡paría en algún proceso de transporte de hem en estas células. Es poco

probable que FLVCR pueda estar participando en la captación de hem, dado que se ha

observado que media el transporte un¡d¡reccional de hem en células eritroides, y a

pesar de someter a las élulas a deficiencia de Fe, FLVCR no rev¡erte su func¡ón para

aumentar la captac¡ón de hem (Quigley y col., 2004).

En la Figura 20 se muestra el modelo propuesto para la absorción intestinal de

hem en base a los resultados obtenidos y al conocim¡ento sobre el tema.

63



64

BA

Figura 20. Modelo propuesto para la absorción ¡ntestinal de hem. (A) El Fe hemÍnico

és captado por la célula intestinal a través del transportador HCPI, ubicado en la

membrana apical. Una vez en el interior de la célula, el hem puede ser convertido a

biliverd¡na, CO y Fe(ll) libre por la enz¡ma microsomal HO o transportarse ¡ntacto hacia la

circulación o el lumen intestinal a través de un exportador (cilindro verde). (B) Al

aumentar el nivel intracelular de hem se regula negativamente la expresión de HCP'I y se

induce la expresión de HO-1, lo cual hace que dism¡nuya la captación y más hem se

degrade, retornando a los n¡veles basales. FLVCR podría cumplir un rol en el tráfico

intracelular de hem o en la salida de hem de algún organelo.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que:

1) La proteína transportadora HCPI participa en la captación de hem en el modelo

celular Caco-2 y por tanto, es probable que tamb¡én sea responsable de su captación a

nivel intestinal.

2) En estas células modelo, ex¡ste una regulac¡ón negativa de la expresión del mRNA

de HCPl cuando los niveles intracelulares de hem aumentan, sugiriendo un

mecanismo de protección de la célula que evita un exceso de absorción de hem.

3) El exportador de hem en células eritro¡des, FLVCR, no está directamente

relacionado con el transporte de hem hacia el exterior en células Caco-2, pero podría

cumplir una función en el metabolismo ¡ntracelular de hem.

4) La expres¡ón del mRNA de FLVCR sufre, al igual que la de HCPI, una regulación

negat¡va en presencia de hem, lo cual tamb¡én apunta a que FLVCR está vinculado

con el meiabolismo de hem en estas células.

5) El hem captado a nivel de membrana apical es capaz de ser transportado de

manera intacta hasta la membrana basolateral y ser exportado a través de ella.
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