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RESUMEN

El hierro (Fe) es un elemento vital para la gran mayoria de los organismos debido
a que participa en mudltiples procesos metabodlicos esenciales. Sin embargo, puede
llegar a ser toxico si se encuentra en exceso. En la dieta, el Fe se encuentra como Fe
heminico o Fe inorganico. Su absorcién ocurre principalmente a nivel de duodeno y es
llevada a cabo por células absortivas especializadas, llamadas enterocitos. La
captacion de Fe heminico y Fe inorganico ocurre a través de vias diferentes, las que
presentan una eficiente regulacién, lo que permite mantener la homeostasis de Fe

corporal.

El mecanismo por el cual el Fe heminico o hem es captado por los enterocitos
duodenales ha sido poco estudiado. Recientemente se han identificado dos proteinas
involucradas en el transporte de hem: un transportador intestinal de hem denominado
HCP1, encontrado en duodeno de ratén, y un exportador de hem en células eritroides
humanas, FLVCR. HCP1 se expresa en altos niveles en la linea celular Caco-2, -un
modelo de epitelio intestinal humano- y se ha reportado que cuando es sobre-
expresado en estas células la absorcién de hem aumenta. El rol de FLVCR en el
transporte de hem a nivel intestinal no ha sido investigado, pero dado que también se
expresa en altos niveles en células Caco-2 posiblemente esté implicado igualmente en

la absorcién del hem desde la dieta.
Basados en la hipotesis de que las proteinas HCP1 y FLVCR participan en la
captacion apical y la salida basolateral de hem, respectivamente, investigamos en

células Caco-2 el efecto de un estimulo de hem en la expresién de HCP1 y FLVCR, asi

X1l



como sus funcionalidad en la captacién apical, salida basolateral y en el transporte
transepitelial de hem. Ademas, utilizando la técnica de RNA de interferencia para
silenciar la expresion de HCP1 y FLVCR, evaluamos la participacion de estos en el

transporte apical y basolateral de hem.

Nuestros resultados indican que la expresion de HCP1 y FLVCR es regulada
negativamente al aumentar la concentracion de hem intracelular. Encontramos que
muy probablemente HCP1 participa en la captacion apical de hem, mientras que
FLVCR no parece tener de un rol directo en la salida basolateral de éste. Sin embargo,
es posible que FLVCR participe en otros aspectos del metabolismo de hem ya que la
inhibicién de su expresion produjo la disminucién de los niveles de HCP1 y el aumento
de los niveles de hem oxigenasa-1. Nuestra observacién 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.
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ABSTRACT

Iron (Fe) is an essential element for most organisms, since it is involved in
multiple essential metabolic processes. However, it becomes toxic when it is in excess.
In 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 maintain body Fe homeostasis.

The mechanism by which heme Fe is taken up by duodenal enterocytes has been
scantly studied. Recently, two proteins involved in heme transport have been identified:
HCP1, an intestinal heme transporter found in mouse duodenum, and FLVCR, a heme
exporter found in human erythroid cells. HCP1 is expressed in high levels in the Caco-2
cell line, a model for human intestinal epithelium, and its over-expression increases
heme absorption. The role of FLVCR in intestinal heme transport has not been
investigated, but since it 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 hypothesis that the membrane proteins HCP1 and FLVCR are
involved in 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 HCP1 and FLVCR, as well as
their functionality in apical uptake, basolateral exit and transepithelial transport of heme.
Moreover, using the technique of interference RNA to silence the expression of HCP1

and FLVCR, we evaluated their participation in apical and basolateral heme transport.
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We found that the expression of both HCP1 and FLVCR was negatively regulated
by intracellular heme concentration. HCP1 was apparently involved in the apical uptake
of heme by Caco-2 cells, while FLVCR does not seem to have a direct role in the
basolateral export of heme. Nevertheless, FLVCR may be involved in the metabolism
of heme, since its knock-down decreased HCP1 levels and increased heme
oxygenase-1 levels. We also found that heme could be transported intact across the

intestinal cell, indicating the existence of a heme exporter different to FLVCR.

XV1



1. INTRODUCCION

El hierro (Fe) es el cuarto elemento mas abundante sobre |la corteza terrestre y el
segundo metal mas abundante luego del aluminio (Crichton y Charloteaux-Wauters,
1987). Durante la evolucién los organismos vivos han seleccionado el hierro para llevar
a cabo un gran numero de procesos biolégicos esenciales. Dentro de los roles vitales
del Fe se encuentran el transporte, almacenamiento y activacion de oxigeno molecular,
transporte de electrones, fosforilacion oxidativa, sintesis de nucleétidos y detoxificacién

celular (Fontecave y Pierre, 1993).

La importancia biolégica del Fe es atribuida a sus propiedades quimicas de
elemento de transicion. A pH fisiolégico y en medio acuoso, el estado redox del Fe
puede variar rapidamente entre Fe(ll) y Fe(lll). La transferencia de un electrén entre
estos estados es llevada a cabo facilmente; agentes reductores comunes convierten el
Fe férrico a Fe ferroso mientras que el oxigeno molecular promueve la reaccién
reversa. Estas propiedades convierten al Fe en un elemento muy util en el sitio
catalitico de reacciones bioquimicas fundamentales (Crichton y Charloteaux-Wauters,

1987, Aisen y col., 2001).

Por otra parte, estas mismas propiedades quimicas hacen del Fe un elemento
téxico si se encuentra en exceso. El Fe(ll) es extremadamente sensible al oxigeno, por
lo que el Fe libre no unido a proteinas promueve la formacion de radicales libres al
participar en la reaccién de Haber-Weiss—Fenton (Fontecave y Pierre, 1993). En esta
secuencia de reacciones el Fe junto con peréxido de hidrégeno (H,O,) genera

radicales hidroxilo (*OH), probablemente el oxidante mas poderoso encontrado en



sistemas biologicos, el cual reacciona con proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos,
€ inicia la peroxidacion lipidica (Aisen y col., 2001). Por lo tanto, es de gran importancia
mantener la homeostasis de Fe para asegurar el suministro pero a la vez prevenir su

acumulacion (Hentze y Kihn, 1996).

La deficiencia de Fe es la carencia nutricional mas comun a nivel mundial, e
incluye un amplio espectro de condiciones que van desde una deplecién moderada de
Fe sin alteraciones fisiolégicas hasta anemia por deficiencia de Fe (Burke y col., 2001).
Aproximadamente el 15% de la poblacién mundial sufre de este tipo de anemia, cuya
prevalencia es de 50% en paises en vias de desarrollo y de 10% en paises
desarrollados (Denic y Agarwal, 2007). La deficiencia de Fe contribuye a disminuir la
funcién inmune y el desarrollo cognitivo, ademas de estar relacionada con otras
patologias (Wessling-Resnick, 2000). Por otra parte, la sobrecarga de Fe conlleva a
dafo celular y tisular permanente, pudiendo causar serias complicaciones médicas
como cirrosis, cancer de higado, diabetes, cardiomiopatia y artritis. La sobrecarga es
menos comun que la deficiencia de Fe y estd asociada principalmente a desordenes
genéticos, siendo el mejor caracterizado la patologia denominada Hemocromatosis
Hereditaria (HH). La HH es una enfermedad autosémica recesiva que resulta en una
absorcion aumentada de Fe desde el tracto gastrointestinal, lo cual provoca una lenta y

excesiva acumulaciéon de Fe (Burke y col., 2001).

Un hombre adulto normal posee entre 3 a 4 g de Fe corporal total. El mayor
deposito de Fe es el contenido en la hemoglobina en los glébulos rojos circulantes, el
que representa entre un 60 y 70% del Fe corporal total, mientras que sélo un 15% se

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



Pierre, 1993; Andrews, 2000). Entre un 0,1 y 0,2 % del Fe circula unido a la proteina
transportadora Transferrina (Tf), la mayor parte del cual va a la médula ésea para la
incorporacion del Fe en los precursores eritroides a través de la sintesis de hem. De
manera inversa. el Fe es recuperado de la poblacion senescente de eritrocitos a traves
del sisterna reticulo-endotelial (Wessling-Resnick, 2000). La mayoria del Fe restante se
encuentra unido a proteinas de almacenamiento, como ferritina o hemosiderina, en el

bazo e higado (Swanson, 2003).

El balance corporal de Fe es mantenido principalmente a través de la regulacion
de su absorcion y la conservacion de las reservas corporales. A diferencia de lo que
ocurre con otros nutrientes, el cuerpo humano carece de un mecanismo de excrecion
activo de Fe. Diariamente, entre 1 y 2 mg de Fe son excretados por mecanismos
inespecificos como secreciones biliares y urinarias, exfoliacion de enterocitos,
descamacién de la piel y menstruacion, ninguno de los cuales es regulado por el nivel
corporal de Fe. Al contrario, la absorcion de Fe es altamente regulada y generalmente
limitada a la recuperacién del Fe perdido por estos mecanismos inespecificos

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

El Fe de la dieta esta disponible en dos formas basicas, como Fe heminico u
organico, presente en carnes rojas y productos derivados, o como Fe no-heminico o
inorganico, en variadas formas que van desde Oxidos y sales hasta complejos
organicos, cuyas fuentes son cereales, vegetales, frutas, granos y legumbres. El Fe no-
heminico es la forma mas predominante, abarcando el 80-90% del Fe de una dieta
estandar. Sin embargo, a pesar de que el Fe heminico representa solo el 10-20% del

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



heminico y puede contribuir sobre el 50% al Fe que entra al organismo. El Fe no-
heminico, 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 absorcion intestinal de Fe heminico no compite con la del Fe no-heminico,
indicando que ocurren por vias diferentes (Raffin y col., 1974, Arredondo y col., 2008).
Ambas formas de Fe son absorbidas a nivel de intestino delgado, principalmente en el
duodeno y parte superior del yeyuno, y es llevada a cabo por los enterocitos de la
mucosa intestinal. Los enterocitos se originan a partir de células indiferenciadas de las
criptas de Lieberkuhn y migran desde ahi apicalmente a lo largo de la vellosidad
durante 2-3 dias, periodo en el cual se diferencian, y son finaimente perdidas por

exfoliacién y apoptosis (Morgan y Oates, 2002).

La absorcién intestinal de Fe no-heminico consta de tres pasos: (1) entrada a
través de la membrana apical de enterocitos, (2) translocacion intracelular 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
ferrica (Fe(lll)) y dado que esta forma es practicamente no-biodisponible, debe ser
reducida a la forma ferrosa antes de ser absorbida. Ademas de la reduccion de Fe(lll) a
Fe(ll) llevada a cabo por componentes de la dieta como acido ascérbico y aminoacidos
como cisteina e histidina, los enterocitos duodenales poseen actividad ferri-reductasa
(Sharp y Srai, 2007), llevada a cabo por la proteina 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 la DcytB en el lumen intestinal, puede ser incorporado a nivel de membrana
apical del enterocito a través del transportador de metales divalentes DMT1 (Divalent
Metal Transporter 1), también conocido como DCT1 (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 electroquimico de protones como fuente de

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

El Fe que ingresa a los enterocitos puede ser incorporado en la proteina de
almacenaje ferritina (Fn) y/o perdido por exfoliacion de las células senescentes de las
vellosidades intestinales o puede ser transportado hacia la circulacion sanguinea
(Philpott, 2002). La ferritina es la principal proteina de almacenamiento de Fe, la cual
es capaz de secuestrar hasta 4.500 atomos en forma de Fe(lll) no-reactivo,

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

La salida de Fe a través de la membrana basolateral ocurre a través del
exportador IREG1 (Iron Regulated mRNA 1; McKie y col., 2000), también llamado
Ferroportinal (Donovan y col., 2000) o MTP (Metal Transporter Protein 1; Abboud y
Haile, 2000). IREG1 transporta Fe(ll), el cual debe ser oxidado a Fe(lll) para poder
unirse a proteinas plasmaticas de transporte de Fe. Esta conversion es catalizada por
la ferroxidasa multi-cobre Hefestina, una proteina de union a membrana homéloga a la

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

La principal proteina plasmatica de transporte de Fe es la transferrina (Tf), la cual

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



sangre. El Fe unido a Tf es internalizado por las células via endocitosis mediada por
receptor. Se han identificado dos receptores para la transferrina (TfR): TfR1 (Jandl y
col., 1959) y TfR2 (Kawabata y col., 1999), los cuales presentan patrones de expresion
distintos; mientras que TfR1 es expresado en un amplio rango de tejidos, la expresion
de TfR2 esta restringida principalmente a hepatocitos y células 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 liberado debido al
pH acido del endosoma y luego de ser reducido a Fe(ll) puede salir hacia el citosol a
través de DMT1 para formar parte del pool de Fe intracelular. La apo-Tf unida aun a su
receptor regresa a la superficie celular y es liberada a la circulacion para su

reutilizacion (Chung y Wessling-Resnick, 2003)

La cantidad de Fe transportado a través del epitelio intestinal esta fuertemente
regulada tanto por los niveles como por los requerimientos corporales de Fe y es
producto directo de los niveles de expresion de las proteinas de transporte de Fe,
particularmente DMT1, DcytB y IREG1 (Frazer y Anderson, 2003; Darshan y Anderson,
2007). Se postula que los niveles basales de expresion de estos transportadores en los
enterocitos duodenales maduros dependen de los niveles de Fe circulante unido a Tf,
el cual es censado por las células cuando aun se encuentran inmaduras en las criptas
de Lieberkiihn. Este modelo, llamado modelo de programacion de la cripta, propone
que la proteina HFE, causante de la mayoria de los casos de HH cuando se encuentra
ausente o mutada, se une al TfR favoreciendo la entrada de Fe unido a Tf a la celula, y
que la concentracion intracelular de Fe alcanzada por este mecanismo determina el

nivel de expresioén de las proteinas involucradas en su absorcién intestinal (Sharp y



Srai, 2007), mediante el sistema IRE/IRP (Iron Responsive Element/lron Regulatory

Protein).

Las proteinas reguladoras de Fe o IRPs (IRP1 e IRP2) son proteinas citosolicas
que pueden unirse de manera especifica a estructuras en forma de horquilla llamadas
elementos de respuesta a Fe o IREs, las que se encuentran presentes en las regiones
5 0 3' no traducidas de varios mRNAs que codifican para proteinas involucradas en la
absorcién y metabolismo de Fe, tales como DMT1, IREG1, TfR y ferritina. La actividad
de unién de IRP a los IREs aumenta cuando los niveles de Fe intracelular disminuyen.
Cuando las IRP se unen a los IREs situados en la region 5’ de un mRNA, el resultado
es una inhibicién de la traduccion, lo que ocurre en el caso de ferritina. Si los IREs se
encuentran en la region 3’ del mensajero, la unién de IRPs provoca una estabilizacion
del mRNA aumentando los niveles de proteina. DMT1 y TfR poseen IREs en la region
3' del mRNA, por lo que su expresién aumenta en respuesta a bajos niveles de Fe.
Cuando el Fe intracelular aumenta, la unién de IRP a IRE disminuye, aumentando la
expresion de ferritina y disminuyendo la de DMT1 y TfR (Eisenstein, 2000; Chung vy
Wessling-Resnick, 2003). Sin embargo, a pesar de la programacion a nivel de la cripta,
los enterocitos maduros pueden modificar rapidamente los niveles de expresion de los
transportadores de Fe en respuesta a sefiales humorales, como hepcidina. Hepcidina
es un péptido producido por células hepaticas y secretado a la circulacién, donde actua
como un inhibidor de la absorcion de Fe al disminuir la expresién del transportador

apical de Fe, DMT1 (Mena y col., 2008).

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

programacién de la cripta como el de hepcidina, contribuyen a la regulacion de la



absorcion intestinal de Fe, permitiendo detectar el contenido corporal de Fe y

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

Absorcion intestinal de Fe heminico

El hem es la principal forma funcional de Fe en células eucariotas. En mamiferos,
contiene aproximadamente el 60% del Fe corporal. Posee roles vitalés como grupo
prostético de hemoglobina y mioglobina y de muchas enzimas esenciales como
citocromos mitocondriales, catalasa, peroxidasa y NO sintasa, asi como también
participa en la regulaciéon de procesos metabdlicos como transcripcion, traduccion y

diferenciacién celular (Padmanaban y cols., 1989).

El hem, o Fe-protoporfirina IX (FePP), es una molécula de porfirina que contiene
un atomo de Fe en su centro. La porfirina que forma el hem es un tetrapirrol cuadrado
plano, en que los cuatro anillos pirrélicos se encuentran unidos por puentes meteno. La
conjugacion del macro-ciclo tetrapirrélico le otorga el color y la fluorescencia que
caracteriza a las porfirinas. Las moléculas de porfirina por si mismas no unen oxigeno
ni participan en reacciones oxidativas ni en procesos de transferencia de electrones,
estas propiedades le son conferidas al unir un metal de transicion divalente, como el Fe
en el caso del hem, a través de dos atomos de nitrégeno imino (=N-) y dos nitrégenos
pirrélicos (-NH2-). Cuando el atomo de Fe se encuentra en su estado ferroso, el
complejo es llamado ferro-protoporfirina, protoporfirina ferrosa o hem y es la forma
funcional presente en las hemoproteinas, mientras que cuando el Fe se encuentra en

su estado férrico se denomina ferri-protoporfirina, protoporfirina férrica o hemina, la



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

1997; Kumar y Bandyopadhyay, 2005).

La absorcién intestinal de Fe hem involucra tres pasos: (1) captacion apical de la
molécula de hem desde el lumen, (2) catabolismo dentro del enterocito y liberacion del
Fe y (3) salida del Fe hacia la circulacién (Oates y West, 2006). El hem proveniente de
hemoglobina y mioglobina es liberado por enzimas pancreaticas en el lumen intestinal,
quedando estabilizado por los péptidos producidos en la degradacion de la globina
junto con otros componentes de la dieta, lo cual impide la formacion de dimeros y
grandes agregados de hem, los cuales no quedan disponibles para la absorcion
(Conrad y col., 1966). El grupo hem ingresa a los enterocitos como el anillo metalo-
porfirinico intacto, por lo que no compite con el Fe no-heminico por la entrada a las
células intestinales. Primero, la molécula de hem se uniria a la membrana apical y
seria internalizada, para luego aparecer en vesiculas citoplasmaticas (Parmley y col,
1981). Se han propuestos diferentes mecanismos por los cuales la FePP podria
atravesar la membrana apical, entre los que se encuentran endocitosis mediada por
receptor (Grasbeck y col., 1979; Galbraith y col., 1985), difusién pasiva a traves de la
membrana debido a la naturaleza lipidica del hem (Light y Olson, 1990) y entrada por
transporte activo, saturable y dependiente de la temperatura, indicativo de un

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

La hipotesis del ingreso del hem mediante difusién pasiva ha sido practicamente
descartada. La naturaleza lipidica 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 anidnicas de carboxilato presentes en el anillo porfirinico



introducen cargas negativas y no permiten la difusién pasiva a través de la membrana
(Krishnamurthy y col., 2007). Por otro lado, si bien existen evidencias de la existencia
de un receptor intestinal de hem en cerdos y humanos, éste nunca ha sido identificado
(Latunde-Dada y col., 2008a). Sin embargo, se ha observado que la entrada de hem a
las células intestinales se ve afectada al alterar la composicion de la membrana o
interrumpir el trafico vesicular, indicando que'parte del hem dietario podria 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 captacion de
hem a nivel intestinal es mediada por un transportador localizado en el extremo apical
de las células enterociticas, el cual permite el paso de hem a través de la membrana
de manera saturable, competitiva y dependiente de la temperatura. El Unico
transportador de hem hasta ahora identificado con estas caracteristicas es el descrito
por Shayeghi y col. (2005), denominado HCP1 (Hem Carrier Protein 1), aislado a partir

de duodeno de raton utilizando la técnica de hibridacién sustractiva por supresion.

El gen de HCP1 de ratén esta localizado en el cromosoma 11B5, contiene cinco
exones, los cuales comprenden 1.942 pb y codifica para una proteina de 54 kDa con
459 aminoacidos. El gen humano estad ubicado en el cromosoma 17q11.1, contiene
2.097 pb y codifica para una protefna de 446 aminoacidos de aproximadamente 50
kDa. La proteina es altamente hidrofébica y se predicen nueve dominios
transmembrana, y su secuencia aminoacidica posee un 22% de similitud a los
transportadores de tetraciclina bacterianos, miembros de la familia MFS (Major
Facilitator Superfamily). EI| mRNA de HCP1 no posee estructuras IREs ni motivos de

unién a hem conocidos. HCP1 presenta una alta expresion en intestino proximal,
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principalmente duodeno, y también es expresado en tejidos como higado y rifidn

(Shayeghi y col., 2005).

El trabajo de Shayeghi y col. (2005), muestra que al inyectar oocitos de Xenopus
con cRNA de HCP1 es posible observar un aumento de 2 a 3 veces en la captacion de
hem, aumento similar al obtenido al infectar células Hela con adenovirus-HCP1. En
ambos casos la captacidén es un proceso saturable y dependiente de la temperatura.
Ademas, en este trabajo se demuestra el rol de HCP1 en el transporte intestinal de
hem en ratén. Utilizando sacos duodenales blogueados con un anticuerpo especifico
para HCP1, se observa una fuerte disminucién en la captacion de **Fe-hem. HCP1
muestra ademas una selectividad para el transporte de hem, ya que no es capaz de
transportar tetraciclina, a pesar de la homologia de ambos transportadores, o Fe no-
hem. Sin embargo, HCP1 también permite la captacion de Zn-protoporfirina (ZnPP), un
analogo estructural de hem, sugiriendo que el factor esencial en el proceso de

transporte es el anillo porfirinico.

De manera interesante, la expresién duodenal de HCP1 no parece estar regulada
por la deficiencia o por la sobrecarga sistémica de Fe en raton. No obstante, al exponer
ratones a una condicion de hipoxia, lo cual incrementa la absorcién de Fe, provoca una
marcada induccion del mRNA de HPC1 en duodeno. Pese a no afectar la expresion de
HCP1, el estatus de Fe corporal si parece jugar un rol en su regulacion post-
traduccional, ya que en ratones normales HCP1 se localiza tanto en la membrana
apical como en compartimientos citoplasmaticos, mientras que en ratones deficientes
de Fe se observa un marcado aumento de la proteina en la membrana de enterocitos

duodenales y una fuerte disminucion en compartimientos citoplasmaticos. Lo contrario
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ocurre en ratones cargados con Fe, donde HCP1 se acumula en el citoplasma

(Shayeghi y col., 2005).

Estudios posteriores de Latunde-Dada y col. (2006b), muestran que el
transportador HCP1 se expresa en altos niveles en la linea celular Caco-2, -un modelo
de epitelio intestinal humano-, y se localiza predominantemente en la membrana
plasmatica aunque también se observa su presencia en estructuras vesiculares.
Cuando HCP1 es sobreexpresado en estas células la absorcion de hem aumenta
modestamente, debido posiblemente a la alta expresién endogena y/o a la existencia
de un mecanismo regulatorio que prevenga la citotoxicidad causada por un exceso en
la absorcién de hem (Latunde-Dada y col., 2006b). Sharma y col. (2007), demostraron
que el homologo bovino de HCP1 media el transporte de hem en epitelio retinal. HCP1
interactuaria espacialmente con la via de captacién de hemoglobina en macréfagos
humanos, indicando que podria cumplir un rol en el catabolismo de esta proteina y el

reciclamiento 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 funcion principal de HCP1 seria la de un transportador intestinal de
folato, y que constituiria la base molecular de la patologia denominada mala-absorcion

hereditaria de folato (Qiu y col., 2006; Nakai y col., 2007; Inoue 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 produccion de CO, biliverdina IXa y Fe(ll) libre.
La biliverdina IXa es un tetrapirrol lineal que es rapidamente reducido al pigmento biliar

bilirrubina 1Xa por la enzima biliverdina IXa 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

circulacién a traves de IREGH1.

Tenhunen y col. (1968; 1969), descubrieron la HO en microsomas de bazo,
higado, rifién y médula de rata y describieron el catabolismo de hem. Luego, Maines y
col. (1986), caracterizaron dos isoformas de HO en higado de rata, las que
denominaron HO-1 y HO-2. Posteriormente, se aislé una tercera isoforma, llamada
HO-3, a partir de cerebro de rata (McCoubrey y col., 1997). Las tres isoformas son
producto de genes distintos y solamente la expresion de HO-1 es inducible por hemina
y metales pesados como cadmio y cobalto (Maines y col., 1986), mientras que la

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

Todas la isoformas de HO catalizan la oxidacién de hem utilizando NADPH,
NADPH-citocromo P-450 reductasa, la cual transfiere un electron desde NADPH a hem
y oxigeno molecular (O,). Por cada molécula de hem oxidada se utilizan tres moléculas
de O, y tres de NADPH. La HO se une al hem en una razon equimolar y la ruptura
oxidativa ocurre en el puente a-metano debido a regulacion estérica, segun la

evidencia entregada por la estructura cristalina del complejo hem-HO (Maines, 1997).

Cable y col. (1993), observaron que la expresion de HO-1 en células Caco-2 es
inducida por hem. Los niveles de HO-1 son regulados por su sustrato mediante un
mecanismo molecular que involucra al represor transcripcional Bach1. Este represor es
capaz de reprimir la transcripcion de genes blancos al formar un heterodimero con

proteinas de la familia Maf y unirse a elementos de reconocimiento de Maf (MARES),
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presentes en el gen de HO-1 al menos en una copia funcional. Hem es capaz de unirse
a Bach1 en los motivos CP (Cisteina-Prolina) presentes en la proteina y regular
negativamente la actividad de unién de Bach1-Maf a DNA, lo que anula la represion de
la expresion de ho-1 en presencia de su sustrato (Ogawa y col., 2001; Sun y col.,
2002). La secuencia MARE también participa en la activacion transcripcional de ho-1 al
unir al heterodimero formado por Nrf2 (NF-E2 Related Factor 2) y una proteina Maf
(Alam y col., 1999). Bach1 y Nrf2 competirian por la unién a la proteina Maf y a MARE,
por lo que la disponibilidad de uno u otro factor determinaria si la transcripcién de HO-1

es reprimida o activada (Shibahara, 2003).

Se ha postulado que parte del hem que ingresa a la célula enterocitica desde el
lamen intestinal puede ser transportado directamente hacia la circulacion, sin sufrir
degradacion 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 tejidos y lineas celulares, siendo su
expresion particularmente elevada en células Caco-2, sugiriendo que puede participar
en la exportacion de hem en enterocitos, tanto del sintetizado endégenamente como

del absorbido desde el lumen intestinal.

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

superficie celular del virus de leucemia felino subgrupo C (Tailor y col., 1999). La
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infeccion de FelLVC (Feline Leukemia Virus, subgroup C) causa'aplasia pura de
glébulos rojos o aplasia anémica en gatos, en la cual los progenitores eritroides no
pueden madurar ni diferenciarse, por lo que la eritropoyesis queda detenida (Quigley y
col., 2000). Por lo tanto, la funcién de FLVCR es esencial para la eritropoyesis,
protegiendo a los precursores de un exceso de hem al mediar su exportacién (Quigley

y col., 2004).

FLVCR, al igual que HCP1, pertenece a la familia MFS. El cDNA de FLVCR
codifica para una proteina de 560 aminoacidos 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 extrusién de **Fe-hem y de zinc mesoporfirina (ZnMP),
un analogo fluorescente de hem, y que la salida de hem de estas células es

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

Si bien existe evidencia que involucra a HCP1 en la absorcion intestinal de hem
en raton y estudios en células tipo epitelio intestinal que indican que este transportador
podria también tener una participacién en la absorcién intestinal de hem en humanos,
aln existen dudas acerca de la relevancia de HCP1 en este proceso. Por otra parte, la
participacion 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 existentes de la participacion de HCP1 en la
absorcién intestinal de hem en ratéon y la existencia de un mecanismo activo de
transporte de hem a través de la membrana basolateral de células enterociticas
postulamos que: “En células polarizadas tipo epitelio intestinal, las proteinas de
membrana HCP1 y FLVCR participan en la captacion apical y salida basolateral de

hem, respectivamente”.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el rol de HCP1 y FLVCR en el transporte vectorial de hem en células

duodenales polarizadas utilizando como modelo de epitelio intestinal la linea celular

Caco-2.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los niveles de expresion relativos de mRNA de HCP1 y FLVCR en
células Caco-2 sometidas a estimulos con hem y Fe no-heminico y su relacion con

los niveles de expresion de mRNA de HO-1 y concentracién intracelular de hem.
Determinar si el hem absorbido en la membrana apical de células Caco-2 es capaz
de transportarse directamente hacia el extremo basolateral sin sufrir la degradacion

enzimatica mediada por la enzima HO-1.

Determinar el efecto del bloqueo de la expresién de HCP1 en la captacion de hem

en células Caco-2.

Determinar el efecto del bloqueo de la expresion de FLVCR en la exportacion de

hem en células Caco-2.
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2.1.2 EQUIPOS

Incubadora con inyeccién de CO? (ShelLab), Espectrometro de absorcion atémica con
horno de grafito (SIMAA 6100, Perkin Elmer), Espectrofotometro UV-visible UV-1601
(Shimadzu), Transluminador UV (Genesys), Bafio termorregulado (Memmert),
Termociclador 2720 (Applied Biosystems), Centrifuga 5416 (Eppendorf), Centrifuga
refrigerada (Vision), Placa calefactora (Scientific Products), Agitador/calefactor Nuovall
(Thermolyne), pHimetro (Oakton), Centrifuga Spectrafuga 16M (Labnet), Balanza
Mettler PM 4600 (Delta Range), Bomba de vacio Rocker 300 (Mundolab), Campana de
flujo laminar FASTER (Cientec), Contador de centelleo Gamma (Cobra I, Packard),
Medidor Volt-Ohm epitelial, Espectrofotometro GeneQuant (Pharma Biotech),
Termociclador LightCycler™ (Roche Diagnostics), Espectrofiuorimetro SPECTRAmax

M2 (Molecular Divices).

2.1.3 MATERIALES DE CULTIVO

Botellas plasticas de cultivo de 40 mL (25 cm?), Orange Scientific.
Placas de cultivo de 12 pocillos, 22 mm didmetro, Orange Scientific.
. Insertos bicamerales Transwells, con membrana de policarbonato, tamafio de
poro de 0,4 um, 24 mm de diametro, Costar.
. Pipetas plasticas desechables de 10 mL, Orange Scientific.
Unidades de filtracién, tamafio de poro de 0,2 um y 0,4 um, Millipore.
. Jeringas de 5 cc/mL, 10 cc/mL y 20 ce/mL, TERUMO.

Pipetas pasteur plasticas estériles, TCL.
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. Unidades de filtracién de 500 mL, Millipore.

2.1.4 MATERIAL BIOLOGICO

Animales: Conejos New Zealand White.

Linea celular: Se utilizé Células Caco-2 (American Type Culture Collection HTB37,
Rockville, MD), la cual es una de las lineas celulares mas usadas para realizar estudios
de absorcion y metabolismo de Fe. Esta linea deriva de un adenocarcinoma de colon y
presenta una diferenciacién enterocitica espontanea in vitro al alcanzar confluencia.
Cuando estas células son crecidas en membranas microporosas muestran
caracteristicas epiteliales, uniones estrechas y expresan enzimas especificas 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
polarizacién celular apreciable (Grasset y col., 1984). Al ser crecidas en insertos
bicamerales exponen su extremo apical hacia el compartimento superior del inserto,
mientras que el extremo basolateral queda anclado por la matriz extracelular a la
membrana porosa (Halleux y Schneider, 1994). Esto ha permitido estudiar en estas
células el transporte vc_actorial de diversos compuestos y en particular se han utilizado
como modelo valido de epitelio intestinal para el estudio del transporte (Alvarez-

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

Tallkvist y col., 2000; Uc y Britigan, 2003)

2.2 METODOS

2.2.1 Cultivo celular. Las células Caco-2, fueron mantenidas en medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% suero fetal de bovino (SFB),
aminoacidos no esenciales y 100.000 Ul de penicilina/estreptomicina, 25 mg/mL de
fungizona. Para su propagacion, las células fueron sembradas a una densidad de 1 x
10* células/cm? en botellas de 25 cm® y se crecieron por 7 dias a 37° C y 5% CO;,
alcanzando confluencia. El medio de cultivo se reemplazé por medio fresco cada 2
dias. Luego de este periodo las células fueron tripsinizadas y resembradas en iguales

condiciones.

2.2.2 Digestion de hemoglobina. Como fuente de hem se utilizé el producto de una
digestién parcial de hemoglobina de bovino, la cual presenta una relacion de 0,059
mmoles de hem/mg hemoglobina. Se preparé un homogenizado de hemoglobina a una
concentracion final de 5 mM hem en agua desionizada, luego, se ajusto el pH a 2 con
HCI 6 N. Se agregé una solucion de pepsina en HCI 0,1 N (0,5 % final) y se incubé
durante 2 horas a 37° C con agitacion constante. Luego de finalizada la digestion se
ajusté el pH a 6,5 usando NaOH 1 N. Se centrifugd a 3.000 rpm por 10 minutos y se
conservo el sobrenadante, el cual se esterilizé por filtracién (0,45 um) antes de ser

utilizando. El contenido de Fe en el digerido se determiné por medio de espectrometria
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de absorcion atémica con horno de grafito, para lo cual el extracto de hem se digiri6

con igual volumen de acido nitrico 65 % a 60° C por 16 horas.

2.2.3 Obtencién de “Fe-hem. Dos conejos New Zealand White fueron inyectados en
forma intravenosa con 74 MBq de **Fe en la forma de FeCl, diluido en suero fisiolégico.
Quince dias después los conejos fueron desangrados y las células sanguineas fueron
centrifugadas a 1.000 x g por 15 min a 22° C, obteniéndose asi un concentrado de
globulos rojos, los que fueron lavados con una solucién salina y hemolizados por
congelamiento. Para la obtencién de hemoglobina, este concentrado se incubé con
sulfato de amonio 2%, se centrifugé a 20.000 x g por 1 hora a 4° C y se rescatd el
sobrenadante, el cual fue dializado dos veces contra H,O desionizada. Finalmente, la
hemoglobina presente en el sobrenadante fue digerida utilizando el mismo

procedimiento descrito anteriormente.

2.2.4 Inhibicion de la sintesis endégena de hem. La sintesis de hem endégena fue
blogqueada usando succinilacetona (SA, acido 4,6-dioxoheptanoico), un inhibidor de la
enzima &-aminolevulinato (ALA) dehidratasa, la cual cataliza la fusidon de cuatro
moléculas de ALA en un unico anillo porfirinico (Ebert y cols., 1979). Las células fueron
incubadas en presencia de 1 mM SA por diferentes tiempos o por 48 horas antes de

realizar los experimentos de transporte.

2.2.5 Transfeccion de células Caco-2 con vectores SureSilencing shRNA. Para
obtener células Caco-2 que presentaran silenciamiento en la expresién de HCP1 o
FLVCR, se utilizaron vectores SureSilencing shRNA (SuperArray, Frederick, MD), los

cuales disminuyen especificamente la expresion de estos genes mediante RNA de
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interferencia (RNAI) y permiten la seleccién de las células al conferir resistencia a
neomicina. Para ello, células Caco-2 sembradas en placas de 12 pocillos en 1 mL de
medio DMEM 10% SFB sin antibiéticos y crecidas hasta 50-80% de confluencia fueron
transfectadas con cuatro vectores especificos para HCP1 o FLVCR, mas un vector
control negativo, utilizando Lipofectamina LTX. Brevemente, 1 ug de cada vector fue
diluido en 200 pL medio DMEM sin suero. Se agregaron 3 L de Lipofectamina LTX y
se incubd por 25 min a temperatura ambiente para permitir la formacion de los
complejos DNA-Lipofectamina. Los complejos formados fueron agregados a cada
pocillo y las células se incubaron a 37° 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 10% SFB con 800 pg/mL de Geneticina. Luego de un
mes, el medio de seleccién se reemplazé por DMEM 10% SFB con 400 pg/mL de
Geneticina. La disminucion de la expresién de HCP1 y FLVCR fue corroborada por
PCR en tiempo-real. Las lineas que presentaron un menor porcentaje de expresion de

HCP1 o FLVCR fueron utilizadas para los experimentos.

2.2.6 Ensayos de captacion y transporte de *’Fe-hem. Para estudiar el rol de HCP1
en la captacion apical de hem se utilizd la linea de células Caco-2 HCP1-RNAI
obtenida en 2.2.5, la cual presenta una disminucion de la expresion de HCP1. Como
control se usaron las células Caco-2 transfectadas con un vector negativo. Las células
fueron sembradas en insertos bicamerales de 24 mm de diametro a una densidad de
5 x 10* células/mL en medio Iscove's Modified Dulbecco’'s Medium suplementado con
10% SFB, aminoacidos no esenciales y 400 pg/mL de Geneticina. La formacion de la
monocapa se determiné leyendo la resistencia eléctrica transepitelial (TEER). A los 10

dias de cultivo la integridad de las monocapas fue probada con el test de exclusion de
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rojo fenol. Brevemente, las células fueron incubadas por 2 horas con 2 mL de medio
IMDM suplementado y que contenia rojo fenol en el compartimiento apical y éon 2 mL
de medio IMDM suplementado libre de rojo fenol en el compartimiento basolateral. El
porcentaje de difusion del rojo fenol fue determinado midiendo la absorbancia a 546
nm. Se utilizaron sélo los insertos con un porcentaje menor al 5% para realizar los
experimentos. Para ello, las células se incubaron por diferentes tiempos (0-120 min)
con 100 uM *Fe-hem o distinta concentracién (0-200 uM **Fe-hem) por 90 min en
tampén de transporte (MOPS-Na 50 mM; NaCl 94 mM; KCI 74 mM; MgCl, 0,74 mM:;
CaCl, 1,5 mM; Glucosa 5 mM; pH 6,0) en el compartimiento apical. El experimento se
detuvo lavando los insertos con PBS-EDTA (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 4,3
mM, KH,PO, 1,4 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3) frio, y las células fueron removidas usando
Tris salino-EDTA (Tris-HC| 40 mM; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM; pH 7,5). Se midio la
radioactividad tanto en las células como en el medio basolateral en un contador de

centelleo liquido.

2.2.7 Ensayos de transporte de ZnPP. Para estudiar el rol de FLVCR en el transporte
basolateral de hem se utilizé la linea de células Caco-2 FLVCR-RNAI obtenida en
2.2.5, la cual presenta una disminucién de la expresién de FLVCR. Como control se
usaron las celulas Caco-2 transfectadas con un vector negativo. Estas células fueron
cultivadas en insertos bicamerales como se describié anteriormente. Las células se
incubaron con 50 UM del analogo 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, Na,HPO, 4,3 mM, KH,PO, 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 concentracion
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intracelular de ZnPP fue determinada fluorométricamente, al igual que el transporte

hacia el medio apical y basolateral. El trasporte se expresé como pmoles/mg proteina.

2.2.8 Ensayos de transporte de hem. Células Caco-2 fueron cultivadas en insertos
bicamerales como se describié anteriormente. Las células se incubaron con diferentes
concentraciones de hem (0-250 uM) por 6 horas en el compartimiento apical y el
transporte de hem hacia el medio basolateral se determiné espectrofotométricamente a
408 nm en un espectrofotometro UV/visible. El trasporte se expres6 como nmoles/mg

proteinas/tiempo.

2.2.9 Obtencién de células Caco-2 sometidas a distintos estimulos con hem y Fe
no-heminico. Para analizar la expresion de HCP1 y FLVCR en respuesta a hem o Fe
no-heminico, celulas Caco-2 fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una
densidad de 1 x 10* células/cm? y crecidas por 7 dias a 37° C y 5% CO, en medio
IMDM suplementado. Como fuente de hem se utilizé un digerido de hemoglobina y
como fuente de Fe no heminico se utilizé FeCls-NTA en una relacion molar 1:2. En
cada caso, se agregd directamente la fuente de Fe al medio de cultivo en las

concentraciones indicadas.

2.2.10 Extraccién de RNA de células Caco-2. Se aisl6 RNA total de células Caco-2
utilizando reactivo TRIzol segun las indicaciones del fabricante (Chomczynski y Sacchi,
1987). Brevemente, células crecidas por 7 dias en placas de 12 pocillos fueron lavadas
dos veces con PBS 1x (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPOQO, 4,3 mM, KH,PO, 1,4 mM,
pH 7,3) y luego lisadas directamente en las placas agregando 350 uL de TRIzol. Se

incubd a temperatura ambiente por 5 min para permitir la disociacién de los complejos
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nucleo-proteinas. El lisado fue traspasado a tubos de 1,5 mL y se agregaron 70 pL de
cloroformo, se agité vigorosamente por 15 segundos y se centrifugdé a 12.000 x g por
15 min a 4 °C. Aproximadamente el 40% de la fase acuosa fue traspasado a un nuevo
tubo. Se agregaron 175 uL de isopropanol para precipitar el RNA y se centrifugé a
12.000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado fue lavado
con 500 mL de etanol 75% en H,O-DEPC. Se centrifugd a 7.500 x g por 5 min a 4 °C,
se elimind el sobrenadante y el RNA fue resuspendido en 30 yL de H,O-DEPC y
guardado a -20 °C hasta ser utilizado. EI RNA fue cuantificado utilizando el

espectrofotdmetro GeneQuant.

2.2.11 PCR en tiempo-real. 80 ng de RNA fueron utilizados para realizar un PCR
cuantitativo de 1-paso utilizando el sistema LightCycler™ con el kit ABsolute™ MAX
QRT-PCR SYBR® Green Capillary Mix y partidores especificos para:

» HCP1: ATGGTTCTGCAGCTCAGCATCT y CGTGATAGTGGCAAAGGCAAA

= FLVCR: GGTATCCACCAAGTCAGG y CCGTCTATTCTTTGTGGC

+ HO-1: CTTCTTCACCTTCCCCAACA y GCTCTGGTCCTTGGTCTCAT

» B-actina: ATCGTCCACCGCAAATGCTTCT y TGTCACCTTCACCGTTCCAGTT.

Simultaneamente se analizaron las curvas de hibridacion para detectar formacién
de dimeros de partidores y la especificidad de cada amplificado. Los ciclos de
temperatura fueron: 10 seg a 95° C, 10 seg a 60-65° C y 15 seg a 72° C. Los
resultados de cada PCR fueron analizados utilizando el Light Cycler3 Analysis software
Version 3.5. Los niveles relativos de RNA fueron cuantificados usando curvas estandar
externas y los niveles de expresién de HCP1, FLVCR y HO-1 fueron normalizados por

actina. Los cambios en los niveles de mRNA fueron analizados por significancia por
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ANOVA de una via y post-test de Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas

significativas si P < 0,05.

2.2.12 Extractos celulares. Células Caco-2 crecidas 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 37° C por 10 min. Las células se traspasaron a tubos de 1,5 mL,
fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 30 seg y tratadas con 35 uL de buffer de lisis
(Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, BSA 0,2%, Tritén X-100 1%, PMSF
2 UM e inhibidores de proteasas 1%). Se incub6 en hielo por 15 minutos y se centrifugd
a 14000 rpm. El sobrenadante fue traspasado a un tubo nuevo y se diluyé con el
mismo volumen de Tris salino (Tris-HCI 40 mM, NaCl 100 mM). La concentracion de
proteinas en el extracto fue determinada por el método de Lowry y col. (1951) a partir
de alicuotas de 5 pL en duplicado. Las muestras fueron guardadas a -20° C hasta ser

utilizadas.

2.2.13 Determinacién de hem y Fe intracelular. Para determinar la concentracion
intracelular de hem se utilizé un ensayo de fluorescencia de hem, en el cual el Fe del
hem es removido utilizando acido oxalico y la protoporfirina resultante es cuantificada
por fluorescencia. A 30 pL de extracto celular se agregaron 500 L de acido oxalico
2 M. 250 L de esta mezcla fueron calentados a 100° C por 30 min y el volumen
restante fue utilizado como blanco. 200 uL de muestra y de blanco fueron cargados en
placas de 96 pocillos opacas y se determiné la fluorescencia emitida a 662 nm al
excitar a 400 nm en un espectrofluorimetro. A cada muestra se le sustrajo la
fluorescencia de su respectivo blanco y la concentracion de hem fue determinada a

partir de una curva de calibracion utilizando un estandar de hemina 1 mM en DMSO.
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La concentracion de hem se expresé como pmoles de hem/mg proteina. La
concentracion intracelular de Fe total fue determinada mediante espectrometria de
absorciéon atémica con horno de grafito (Simaa 61000, Perkin Elmer) a partir de una

mezcla 1:1 de extracto celular con Acido nitrico 65%, la cual fue incubada a 60° C ON.

2.2.14 Medicién de la actividad enzimatica de la Hem oxigenasa (HO). Para
determinar la actividad HO total en un extracto de células Caco-2, se determind la
formacién de bilirrubina a partir de hemina. Para ello, se utilizd 100 yL de extracto de
células Caco-2, los cuales se incubaron con 600 pL de Buffer B (KH,PO4 100 mM, pH
7.4 ajustado con KOH 1 M), 100 pL de hemina 150 pM, 100 pL de biliverdina reductasa
(extracto crudo de higado de rata) 100 ug/mL y 100 yL de NADPH 1 mM por 1 hora a
37° C en oscuridad. La bilirrubina formada se extrajo con 1 mL de cloroformo por 1

hora a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia a 530 nm (Eiirubina = 43,5

mM'ecm™). La actividad enzimatica se expresé como nmoles de bilirrubina - mg

proteina total™ . hr.

2.2.15 Analisis estadistico. Las variables fueron medidas en duplicados como minimo
y los experimentos fueron repetidos al menos tres veces. Andlisis de ANOVA de una
via y ANOVA de dos vias (tiempo, concentracién e interaccion) y Test de Student
fueron usados para las comparaciones entre cada tratamiento. Los resultados se
expresaron como promedios + DE. Las diferencias fueron consideradas significativas si

P < 0,05.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 REACTIVOS

Generales: HCI, cloroformo, isopropanol, etanol, acido nitrico, NaCl, NaOH, sulfato de
amonio, KCI, MgCl,, CaCl,, Glucosa, KOH, Na,HPQ,, KH,PQ,, FeCl;, acido oxalico,
CuSQ,, Tartrato de Na y K, NaHCO;, Na,CO; (Merck); Hemina, Zn-protoporfirina,
succinilacetona, Pepsina, MOPS, Triton X-100, NTA, DMSO, NADPH (Sigma); Tris,
BSA (Winkler); EDTA, medio LB, medio LB-agar (Gibco Life Technologies, Grand

Island, NY); Ultrafluor (National Diagnostics).

Cultivo Celular. Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium); Medio
de cultivo IMDM (Iscove’'s Modified Dulbecco's Medium); tripsina-EDTA,
fungizona/penicilina/estreptomicina, suero fetal bovino (SFB); aminoacidos no

esenciales (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY); Geneticina (Invitrogen).

Biologia Molecular: SureSilencing shRNA (SuperArray, Frederick, MD); Lipofectamina

LTX (Invitrogen), Geneticina, TRIzol (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY),
DEPC (Merck); ABsolute™ MAX QRT-PCR SYBR® Green Capillary Mix (Abgene);

cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma)

Radioisé6topos: *°Fe.




3. RESULTADOS

3.1 Determinacion de los niveles de expresion relativos de mRNA de HCP1 y
FLVCR en células Caco-2 sometidas a un estimulo con hem por distintos

tiempos.

Para determinar si un estimulo de hem afecta la expresién de los genes
posiblemente implicados en su metabolismo, células Caco-2 fueron incubadas con una
concentracion de hem extracelular 50 uM, a partir de un digerido de hemoglobina, y se
cuantificaron los niveles relativos de mRNA de HCP1, FLVCR y HO-1 a diferentes

tiempos de estimulo.

La hemoglobina utilizada como fuente de hem fue efectivamente absorbida por
estas células, como se corroboré al medir el contenido de Fe interno, el que aumento al
incrementar el tiempo de exposicién a hem, desde 1,36 + 0,07 nmoles/mg proteina en
el tiempo basal hasta 5,78 + 0,64 nmoles/mg proteina para las 72 horas de estimulo
con hem extracelular (ANOVA una via, F: 56,75; p<0,0001; Figura 1A). Ademas, se
determiné el contenido de hem intracelular en estas células, el cual alcanza su mayor
valor de 16,87 + 1,45 pmoles/mg proteinas a las 12 horas de estimulo y luego va
disminuyendo a medida que el tiempo aumenta (ANOVA una via, F: 26,14, p<0,001;

Figura 1B).



Fe intracelular Hem intracelular

© e

£ g 24 ] ]

g s —

g g 209 e

=] E’ 16-

£ @

g g™

2 £ 8! —

- é 4 ' ns —

G J

L | | | | | % | | | | '

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

Tiempo, hrs Tiempo, hrs

Figura 1. Contenido de Fe interno (A) y hem interno (B) en células Caco-2 tratadas
con hem 50 pM a diferentes tiempos. El nivel de Fe intracelular total fue determinado a
partir de extractos celulares por medio de espectrometria de absorcion atomica. El
contenido interno de hem se determiné mediante un ensayo fluorescente de hem a partir
de extractos celulares. (Promedio + DE. n=3; ANOVA una via, Bonferroni post-test: *

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

Al determinar los niveles relativos de expresion de Hem oxigenasa 1 (HO-1),
observamos que la abundancia relativa del mRNA de HO-1 alcanza un maximo a las
12 hrs., llegando a un 796,9 + 171,9 %, es decir, cerca de 8 veces la expresién basal
(ANOVA una via, F: 25,80; p<0,001), para luego disminuir al aumentar el tiempo de
exposicion a hem, alcanzando valores cercanos a los basales (Figura 2A). Los niveles
de expresion de mRNA de HO-1 se correlacionan directamente con su actividad
enzimatica (Figura 2B). Este resultado implica que el hem absorbido por estas células

es capaz de modificar la expresion de genes blanco, como HO-1.
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Figura 2. Expresion relativa de mRNA y actividad enzimatica de HO-1 en el tiempo.
(A) Células Caco-2 fueron tratadas por diferentes tiempos con hem 50 uM y los niveles
relativos de mRNA de HO-1 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. (B) La actividad de enzimética de la Hem oxigenasa
en un extracto celular se determiné a partir de la formacién de bilirrubina en presencia de
hemina y biliverdina reductasa. (Promedio + DE. n=3; ANOVA una via, Bonferroni post-
test:

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

El mRNA del transportador HCP1 mostré una variacion en su expresion contraria
al MRNA de HO-1, es decir, a las 12 hrs. de estimulo con hem disminuyé su expresion
con respecto al basal, alcanzando un 65,6 £ 19,5 % de expresion (ANOVA una via, F:
4.17; p<0,05). Al aumentar el tiempo de exposicién, la expresion del transportador no

presentd diferencias significativas con respecto al basal (Figura 3A).
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Figura 3. Expresion relativa de mRNA HCP1 y FLVCR frente al tiempo de estimulo
con hem. Células Caco-2 fueron tratadas por diferentes tiempos con hem 50 uM y los
niveles relativos de mRNA de (A) HCP1 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 via, Bonferroni post-test. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

La expresién del mRNA de FLVCR mostré una leve disminucion frente a la
exposicion a hem, la cual se mantuvo en el tiempo, llegando a ser de 73,6 + 6,3 % para

un estimulo de 72 horas (ANOVA una via, F: 11,50; p< 0,001, Figura 3B).

Estos resultados sugieren que la expresion del mRNA de HCP1 y FLVCR varia
frente a un estimulo de hem, disminuyendo la abundancia del mRNA de ambos genes.
Para el caso de HCP1, al igual como ocurre para HO-1, la variacion se observa a las
12 horas de estimulo, mientras que para FLVCR la disminucién de la expresién se

mantiene en el tiempo.
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3.2 Efecto de la concentracion de hem extracelular en los niveles de expresion

relativos de mRNA de HCP1 y FLVCR en células Caco-2.

Dado que un estimulo de 12 horas con hem induce variaciones en la expresion
de HCP1 y FLVCR, se determind el efecto de la concentracién de hem extracelular en
la expresion relativa de HCP1 y FLVCR a las 12 horas de estimulo. Como era
esperado, el contenido de Fe interno aumento al incrementar la concentracion de hem
extracelular, desde 1,40 + 0,04 nmoles/mg proteina para el basal hasta 5,33 + 0,50
para una concentracion de hem extracelular 80 uM (ANOVA una via, F: 22,10;

p<0,001; Figura 4A).
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Figura 4. Contenido de Fe y hem interno en células Caco-2 tratadas con
concentraciones crecientes de hem por 12 horas. (A) Contenido de Fe intracelular
total. (B) Contenido interno de hem. (Promedio + DE. n=3; ANOVA una via, Bonferroni

post-test. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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El contenido intracelular de hem en cambio, llegé a un maximo de 17,00 + 0,65
pmoles/mg proteina para hem extracelular 50 uM, para luego disminuir cuando la
concentracion extracelular de hem fue de 80 uM a 13,14 £ 1,94 pmoles/mg proteina

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

La expresion relativa del mRNA de HO-1 aumenté significativamente en
presencia de hem, este aumento en los niveles de mRNA fue dependiente de la
concentracién (Figura 5A). A una concentracion de hem extracelular 80 uM la
expresion relativa del mRNA aumenté a 1276 + 138 %, mas de 12 veces la expresion
del basal (ANOVA una via, F: 1359; p<0,0001). Este aumento en los niveles de
mensajero se correlaciond con un incremento en la actividad enzimatica de HO (Figura

5B).

La expresién relativa del mRNA de HCP1 a las 12 horas de estimulo disminuy6

para una concentracion de hem extracelular 50 uM; al 57,0 + 20,3 % (ANOVA una via,

F: 5,05; p<0,05; Figura 6A).
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Figura 5. Expresion relativa de mRNA de HO-1 y actividad enzimética en células
Caco-2 sometidas a distintas concentraciones de hem por 12 horas. (A) Expresion
relativa de HO-1 a concentraciones crecientes de hem extracelular (B} Actividad
enzimatica de HO en funcién de la concentracion de hem extracelular. (Promedio + DE.

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

En el caso de FLVCR, la disminucién la expresién del mRNA se observd para
una concentracion de hem extracelular 20 pM, llegando a 64,1 + 14,4 %, pero a
concentraciones mayores de hem los niveles de mensajero no presentaron diferencias

con respecto al basal (ANOVA una via, F: 6,93; p<0,01; Figura 6B).
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Figura 6. Variacion de la expresion relativa de mRNA de HCP1 y FLVCR en
respuesta a concentraciones crecientes de hem a las 12 horas de estimulo. (A)
HCP1. (B) FLVCR. (Promedio + DE. n=6; ANOVA una via, Bonferroni post-test: * p< 0,05;

** p< 0,01)

Estos resultados indican que, para un estimulo de 12 horas, la variacioén en la
expresion del mRNA de HCP1 y FLVCR depende de la concentracién de hem
extracelular, y que para HCP1, la disminucién de la expresion del mRNA se observa a
la concentracion de hem extracelular con la cual se alcanza el mayor contenido

intracelular de hem, 50 pM.
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3.3 Expresion de mRNA de HCP1 y FLVCR en respuesta a un estimulo de Fe no-

heminico.

Los resultados anteriores muestran que al exponer células Caco-2 a hem
extracelular se produce una variacion en la expresiéon de HCP1 y FLVCR, y que esta
variacion es dependiente de la concentracion de hem extracelular. Ademas, la
respuesta observada, principalmente para HCP1, se relaciona de manera inversa con
el contenido interno de hem y no con el de Fe total. Para descartar la posibilidad de
que el Fe no-heminico pueda provocar cambios a nivel transcripcional en HCP1 y
FLVCR, se incubaron células Caco-2 con distintas concentraciones de Fe-NTA (1:2)
por 12 horas y se determin6 el efecto en los niveles de mensajero. Producto del
estimulo, estas células aumentan su contenido de Fe interno a medida que la
concentracion de Fe extracelular se incrementa (ANOVA una via, F: 114,2; p<0,001;
Figura 7A). Ademas, se encontré un aumento significativo en los niveles de hem
intracelular, pero sélo para una concentracién de Fe no-hem 20 uM (ANOVA una via,

F: 4,98; p<0,05; Figura 7B).
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Figura 7. Contenido de Fe y hem intracelular en células Caco-2 expuestas a
concentraciones crecientes de Fe no-heminico por 12 horas. (A) Contenido de Fe
intracelular total. (B) Contenido interno de hem. (Promedio + DE. n=3; ANOVA una via,

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

En la expresion relativa del mRNA de HO-1, si bien se observé un aumento a
mayores concentraciones de Fe no-heminico, éste es mucho menor al observado para
un estimulo con hem, y no fue estadisticamente significativo. Para HCP1 y FLVCR no
se observaron efectos significativos en respuesta a la exposicién a Fe no-heminico

(Figura 8), como si ocurrié para los estimulos con hem.
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Figura 8. Efecto del Fe no-heminico en la expresion de mRNA de HO-1, HCP1 y
FLVCR en células Caco-2 a las 12 horas de estimulo. Expresion relativa de (A) HO-1,

(B) HCP-1 y (C) FLVCR. (Promedio + DE. n=6; ANOVA una via = NS).
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3.4 Transporte transepitelial de hem en células Caco-2.

Aun existe 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 utilizé el inhibidor de la sintesis de novo de hem, succinilacetona (SA,
acido 4,6-dioxoheptanoico) para eliminar la posible contribucion del hem sintetizado por
las células Caco-2 endégenamente. La SA inhibe el paso enzimatico mediado por la
enzima &-aminolevulinato (ALA) dehidratasa, segunda enzima de la ruta biosintética
del hem, la que cataliza la fusién de cuatro moléculas de ALA en un unico anillo
porfirinico (Ebert y col., 1979). Al incubar células Caco-2 con SA 1 mM en el medio de
cultivo, la concentraciéon de hem intracelular disminuyé en el tiempo (ANOVA una via;
F: 5,02, p<0,05. Figura 9), indicando que éstas células sintetizan hem de manera

activa.

En células Caco-2 que fueron incubadas por 48 horas con 0 (control) o 1 mM SA
se determiné el transporte de hem hacia el medio basolateral. Se observé que existe
transporte de hem a través de la membrana basolateral de las células, atribuible a hem
sintetizado endégenamente, el cual disminuy6 de 6,59 £ 0,40 pmoles-mg proteinas™-h”’

a 2,88 + 0,42 pmoles-mg proteinas™-h™ producto del tratamiento (Figura 10A).
p
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Figura 9. Contenido de hem intracelular en células Caco-2 expuestas a SA 1 mM
por diferentes tiempos. El contenido interno de hem se determiné mediante un ensayo

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

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

Cuando estas células se incuban con diferentes concentraciones apicales de
hem, las células tratadas con SA presentaron una diferencia significativa en el
transporte de hem (ANCOVA, p<0,0001; Figura 10B), siendo menor en estas células

gue en las células control.
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Figura 10. Transporte de hem en células Caco-2 tratadas con SA 1 mM. (A)

Transporte basal de hem hacia el medio basolateral en células Caco-2 controles y

tratadas por 48 horas con 1 mM SA (Promedio + DE. n=3. t-Student: *** p<0,001). (B) El

transporte de hem en células Caco-2 controles y tratadas por 48 horas con 1 mM SA para

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

A pesar de la disminucién observada en el transporte de hem en las células

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

aumento considerable en el transporte a mayores concentraciones apicales de hem,

indicando que parte del hem captado a nivel apical es capaz de transportarse de

manera intacta hasta la membrana basolateral y ser exportado.



3.5 Inhibicion de la expresion de HCP1 y FLVCR en células Caco-2.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de mRNA de HCP1 y FLVCR
varian en respuesta a cambios en la concentracion intracelular de hem, lo cual indica
que ambos genes estarian relacionados con el metabolismo de hem. Con el objetivo de
investigar el rol de HCP1 y FLVCR en la captacién y salida de hem, respectivamente,
en células tipo epitelio intestinal, se utilizé la técnica de RNA de interferencia para
lograr el silenciamiento de la expresion de HCP1 o FLVCR. Para ello, células Caco-2
fueron transfectadas con 4 vectores distintos para cada gen, los cuales expresan un
fragmento de RNA pequefio en horquilla (shRNA) especifico que permite el
silenciamiento de la expresién, ademas de un vector control negativo. Los clones
positivos fueron seleccionados y a partir de ellos se generaron 4 lineas estables para
cada gen (HCP1-RNAi 1-4 y FLVCR-RNAIi 1-4). La inhibicién de la expresion fue
confirmada luego de 1 mes de seleccion mediante RT-PCR en tiempo real. Para las
lineas HCP1-RNAI, el andlisis de |la expresion relativa de HCP1 mostré que las lineas 1
y 4 presentaban una inhibicion significativa de su expresién, la cual fue de 58,1 + 15,5
y 66,8 £ 10,4 % respectivamente (Figura 11A). Para FLVCR-RNAIi en cambio, todas las
lineas presentaron una inhibicién significativa de la expresién de FLVCR, entre 49 a 37
% de expresion (Figura 11B). Para los experimentos posteriores, se seleccionaron las

lineas HCP1-RNAi 1 y FLVCR-RNAI 4.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de la expresion de mRNA de HCP1 (A) en las
lineas HCP1-RNAi y FLVCR (B) en las lineas FLVCR-RNAI. Los niveles relativos de
mRNA de HCP1 y FLVCR en las lineas de células Caco-2 RNAI generadas fueron
determinados mediante RT-PCR cuantitativo. Los resultados fueron expresados como
porcentaje del nivel de mRNA de células control C, transfectadas con un vector negativo.
(Promedio + DE. n=3; ANOVA una via, Bonferroni post-test: * p<0,03; ** p<0,01; ***

p<0,001).

3.6 Contenido de hem, Fe total y expresién de mRNA HO-1 y FLVCR en células

Caco-2 HCP1-RNA..

En la linea seleccionada para los transfectantes HCP1-RNAI, se evalué el efecto
de la inhibicién de la expresién de HCP1 en el contenido intracelular de hem y Fe total.
En estas células, incubadas con medio basal, el nivel de Fe intracelular no presenta
diferencias significativas comparado con el control (Figura 12A). Con respecto a la

concentracién de hem intracelular, si bien mostré un aumento en las células HCP1-
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RNAIi con respecto a las células control, éste no fue estadisticamente significativo

(Figura 12B).
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Figura 12. Contenido de Fe (A) y hem intracelular (B) en células Caco-2 HCP1-RNA..
El nivel de Fe intracelular total fue determinado a partir de extractos celulares por medio
de espectrometria de absorcién atémica. El contenido interno de hem se determind
mediante un ensayo fluorescente de hem a partir de extractos celulares. (Promedio + DE.

n=3; t-Student: NS).

En estas condiciones de cultivo, la inhibicién de la expresién de HCP1 mostré un
efecto significativo en la expresién del mRNA de HO-1, la cual fue de 71,3 + 16,8 %, lo
que representa una disminucién cercana a un 30% con respecto al control (Figura
13A). La expresion del mRNA de FLVCR, en tanto, fue de 90,2 £ 11,8 %, por lo que no

mostré variacién significativa con respecto al control (Figura 13B).
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fue determinada mediante RT-PCR cuantitativo. (Promedio + DE. n=3; t-Student:

p<0,05).

3.7 Captacion de **Fe-hem en células Caco-2 HCP1-RNAI.
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Para estudiar la participacion de HCP1 en la captacion de hem a nivel de

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

dias y se realizaron ensayos de captaciéon de *°Fe-hem. Las células HCP1-RNAi

incubadas por diferentes periodos de tiempo, mostraron una captacién de *Fe-hem

menor a las células controles para todos los tiempos estudiados (ANOVA dos vias; F:

58,97; p<0,0001; Figura 14A). La captacion de **Fe-hem entre los 5 y 120 minutos para

las células HCP1-RNAi aumenté desde 0,35 £ 0,02 a 1,39 % 0,13 nmoles/mg proteina,

respectivamente, mientras que para las células controles en iguales periodos de tiempo

aumento desde 0,58 + 0,05 a 2,40 + 0,07 nmoles/mg proteina, respectivamente.



De la misma manera,

las células HCP1-RNAI,
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incubadas con diferentes

concentraciones de Fe-hem en el medio, mostraron una menor captacion de *Fe-

hem con respecto a las células controles a medida que las concentraciones de *Fe-

hem aumentan (ANOVA dos vias; F: 12,55; p<0,01; Figura 14B). En las células HCP1-

RNAI la captacién aumenté desde 0,39 + 0,01 a 0,65 + 0,03 nmoles/mg proteina™h’’

entre 50 y 200 pM de *°Fe-hem en el medio apical, respectivamente, mientras que las

células controles la captacion aumenté de 0,59 + 0,06 a 1,05 + 0,04 nmoles/mg

proteina™-h™ en iguales concentraciones.

A
é © -e- Control
@
= % 2.5 . icerra
S o0
8 a8 -
S 2 1.5
[ iy
8 1.0-
52 1.
8 Q
aE o5
(&)
30 60

Tiempo, min

90

120

Captacion de *Fe-hem,
nmoles*mg proteina'1*h'1

1.4
1.2+
1.0
0.8
0.6+
0.4
0.2

-»- Control

==~ HCP1-RNAi

50 100 150 200

Fe®®-hem apical, uM

Figura 14. Captacion de **Fe-hem por células HCP1-RNAi. (A) Curso temporal de la

captacion de **Fe-hem (200 uM) (B) Cinética de Michaelis-Menten para la captacion de

%Fe-hem. (Promedio + DE. n=3; ANOVA dos vias: ** p<0,01; *** p<0,001).

Al analizar la captacion segun la cinética de Michaelis-Menten, se obtuvo que las

células HCP1-RNAi presentaron una K, de 51,89 + 10,06 pM mientras que la K, de las

células controles fue de 72,28 + 10,63 pM. La Vi disminuydé de 1,42 + 0,07



nmoles/mg proteina™-h™ a 0,83 £ 0,05 nmoles/mg proteina™h™ en las células HCP1-
RNAI, indicando que éstas células alcanzan una menor velocidad 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 celulas Caco-2 mediante
endocitosis o pinocitosis (Galbraith y col., 1985). Experimentos anteriormente
realizados en nuestro laboratorio muestran que la captacién de hem se ve afectada al
interrumpir el trafico vesicular (Flores, 2006). Con el propésito de inhibir la endocitosis y
pinocitosis, se realizé un experimento de captacion de *°Fe-hem en células HCP1-RNAI
y células controles utilizando colchicina. Este compuesto es un inhibidor selectivo del
ensamblaje de microtubulos, el que reacciona con el dimero de tubulina impidiendo
que estos se integren al microtubulo en formacién. Al incubar las células con 200 uM
Fe-hem se observé una ligera disminucion de la captacidn con el tratamiento con
colchicina, tanto en células controles como en HCP1-RNAI, pero en ambos casos no

fue un efecto significativo (Figura 15).
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Figura 15. Captaciéon de *°Fe-hem por células tratadas con colchicina. Células
HCP1-RNAi y controles fueron incubadas por 30 min con colchicina 10 uM previo a
realizar el experimento de captacidn. Las células fueron incubadas con 200 uM *Fe-hem
apical por 60 min y se determind la captacion en un contador de centelleo liquido

(Promedio £ DE. n=3; ANOVA dos vias, Bonferroni post-test: ** p<0,01; *** p<0,001).

3.8 Contenido de hem, Fe total y expresién de mRNA de HO-1 y HCP1 en células

Caco-2 FLVCR-RNA..

Al evaluar el efecto de la inhibicién de la expresion de FLVCR en el contenido
intracelular de Fe total no se encontraron diferencias significativas entres células
FLVCR-RNAI y células control. Ademas, la inhibicién de la expresiéon de FLVCR no

afect6 el contenido de hem interno en las células FLVCR-RNAiI (Figura 16).
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Figura 16. Contenido de Fe (A) y hem intracelular (B) en células Caco-2 FLVCR-
RNAI. El nivel de Fe intracelular total fue determinado a partir de extractos celulares por
medio de espectrometria de absorcion atomica. El contenido interno de hem se determind

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

n=3; t-Student: NS).

Las células FLVCR-RNAIi presentaron una expresion del mRNA de HO-1 de
alrededor de 1,5 veces la de las células control (Figura 17A), mientras que la expresion

del mRNA de HCP1 alcanz6 un 66 % (Figura 17B).
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Figura 17. Expresion relativa de mRNA de (A) HO-1 y (B) HCP1 en células FLVCR-
RNAi. Los niveles relativos de mRNA de HO-1 y HCP1 en células Caco-2 FLVCR-RNAI
fue determinada mediante RT-PCR cuantitativo. (Promedio + DE. n=3; t-Student: **

p<0,01).

3.9 Exportacion de ZnPP en células Caco-2 FLVCR-RNA..

Para estudiar el rol de FLVCR en la salida de hem de células Caco-2, se utilizo el
analogo estructural de hem ZnPP, el cual no puede ser degradado por la hem
oxigenasa y, por lo tanto, es exportado de la célula de forma intacta y puede ser
determinado por fluorescencia. Células Caco-2 FLVCR-RNAI y controles fueron
cargadas por el lado apical por 30 min con ZnPP 50 uM. Luego, las células fueron
dejadas en buffer de transporte y se determiné la salida de ZnPP de las células
midiendo la disminucion de la fluorescencia intracelular. Como muestra la Figura 18A,
luego de la carga de 30 min, las células FLVCR-RNAIi mostraron un contenido interno

menor de ZnPP en comparacion con las células control (0 min), debido posibiemente a
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que la menor expresion de HCP1 en estas células resulta en una menor captacion de
ZnPP (ver resultados 3.8, arriba). Para ambas células se observd una disminucién de

la concentracion 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-RNAI. Células FLVCR-RNAi y
controles fueron cargadas por 30 min con ZnPP 50 UM y luego se determiné (A) la
disminucién de su concentracion intracelular (Promedio + DE. n=3. ANCOVA: * p<0,05) y
(B) la aparicién en los compartimientos apical (A) y basolateral (BL) luego de 30 y 60 min

post-carga (Promedio + DE. n=3; t-Student: *** p<0,001)

Se determiné ademas, la cantidad de ZnPP que fue exportada hacia cada
compartimiento. En la Figura 18B 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 contenido inicial de ZnPP fue distinto, se calcul6 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 células FLVCR-RNAI
presentaron una mayor salida de ZnPP a través de la membrana basolateral que las
células controles, mientras que la salida a través de la membrana apical no presenté

diferencias (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de ZnPP exportada hacia el compartimientos apical y
basolateral. Células FLVCR-RNAI y controles fueron cargadas por 30 min con ZnPP 50
MM. A los 30 y 60 min post-carga se determiné la cantidad de ZnPP exportada hacia los
compartimientos apical (A) y basolateral (BL) mediante fluorescencia. El porcentaje de
ZnPP exportado fue calculado en relacion a la cantidad intracelular de ZnPP luego de los

30 min de carga (Promedio + DE. n=3; t-Student: *** p<0,001).
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4. DISCUSION

A pesar de que el hem dietario es la principal fuente de Fe para personas
consumidoras de carnes rojas, los estudios de la absorcion de Fe han estado
centrados principalmente en el mecanismo por el cual el Fe no-heminico es captado
por las células intestinales, el cual se sabe, difiere de la via de captacion de hem.
Debido a ello, hasta hace un tiempo atrds poco se conocia acerca del mecanismo
involucrado en la absorcién intestinal de hem, y varias hipotesis han sido planteadas
intentando explicar cédmo la molécula era transportada desde el lumen al interior de las
células enterociticas. El primer modelo propuesto involucra un receptor que media la
endocitosis del hem (Grasbeck y col.,, 1979), pero dicho receptor nunca ha sido
identificado en células intestinales humanas. Varios estudios posteriores indican que el
transporte de hem es mediado por un transportador (Worthington y col., 2001; Uc y
col., 2004; Arredondo y col.,, 2008), siendo el Unico hasta ahora descrito HCP1
(Shayeghi y col., 2005). El modelo de absorcién intestinal de hem aceptado
actualmente (Oates y West, 2006) propone que la captacion ocurre a través de un

transportador, como HCP1, y/o por un proceso endocitico.

La degradacion de hem y la liberacion de Fe, es llevada a cabo por la enzima
microsomal hem oxigenasa (HO) y la fraccidn no degradada es transportada desde las
células enterociticas a través de un exportador, como FLVCR, localizado en la
membrana basolateral o apical. Existen, sin embargo, aun dudas sobre la real
participacién de HCP1 en el proceso de absorcidn intestinal, y hasta la fecha no existen

estudios que vinculen a FLVCR con la exportacion de hem en células enterociticas.



En la presente tesis se utilizo la linea celular modelo de epitelio intestinal Caco-2
para estudiar el rol de HCP1 y FLVCR en la captacion y transporte de Fe, mediante la
tecnica de RNA de interferencia, que permite lograr el silenciamiento de la expresion
de estos genes. Ademas, se estudid su respuesta a nivel transcripcional frente a un
estimulo de hem. Finalmente, se estudié si existe paso de hem intacto desde la

membrana apical a la basolateral.

4.1 Expresion de mRNA de HCP1 y FLVCR en respuesta a hem.

Dado que las proteinas involucradas en el metabolismo intestinal de Fe
presentan algun tipo de regulacion, ya sea transcripcional, post-transcripcional o post-
traduccional, que permite mantener los niveles adecuados de Fe corporal, es altamente
probable que las proteinas que participan en la absorcién de hem también estén
sometidas a regulaciéon. Por esta razdn, estudiamos la respuesta a nivel transcripcional

de HCP1 y FLVCR frente a estimulos de hem mediante RT-PCR cuantitativo.

Gran parte de los estudios relativos al estudio del metabolismo de hem utilizan
hemina como fuente de hem. Sin embargo, el uso de hemina presenta dificultades
debido a su insolubilidad y la formacion de agregados. Ademas, |la absorciéon es mas
eficiente cuando el hem se encuentra en presencia de péptidos de globina que cuando
esta solo (Follett y col., 2002; Arredondo y col. 2008). Para ofrecer estimulos de hem a
las células se utilizé como fuente de hem un digerido parcial de hemoglobina, el cual se

asemeja mas a la condicién fisiologica de absorcidon a la que estan sometidas las
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células intestinales. El hem presente en el digerido es absorbido por las células Caco-

2, como indica el aumento de Fe intracelular (Figura 1A, Figura 4A).

Se ha demostrado (Cable y col., 1993) que la molécula de hem es capaz de
regular su propio catabolismo en la célula al modular la expresion de HO-1, mediante la
unién al represor transcripcional Bach1. El hem regula negativamente la actividad
represora de Bach1, y permite que la proteina Nrf2 active la expresion de HO-1
(Ogawa y col., 2001; Sun y col., 2002). En células Caco-2, ya ha sido descrita la
induccion 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 maxima
induccion de la expresion de mRNA de HO-1 a las 12 horas de estimulo con hem
(Figura 2A), lo que se correlaciona con un aumento de la concentracidn intracelular de
hem pero no con la de Fe total. También se observo en este trabajo un aumento de los
niveles relativos 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. El aumento en los niveles de mRNA se
correlacionaron ademas, con un incremento en la actividad de HO (Figuras 2B y 5B) y
resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que lo mismo ocurre con los
niveles de proteina (Mendiburo, 2008). La induccion de la expresion de HO-1 es
especifica para hem, dado que un estimulo con Fe no-heminico por 12 horas, no es
capaz de elevar los niveles intracelulares de hem y no provoca una respuesta

significativa en la expresion de HO-1 (Figuras 7 y 8A).

Estudios sobre la expresiébn de HCP1 en ratén habian mostrado que esta

proteina no es regulada por cambios en los niveles corporales de Fe, como ocurre con
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proteinas propias de la ruta de absorcion de Fe no-heminico (Shayeghi y col., 2005).
En células Caco-2, la quelacién de Fe intracelular no afecta la expresion de HCP1
(Latunde-Dada y col., 2008b). Nuestros resultados muestran que al recibir un estimulo
extracelular de hem, las células disminuyen la expresién del mRNA de HCP1 (Figuras
2A y B6A) cuando las células alcanzan el maximo contenido de hem intracelular y por
consiguiente, la maxima induccion de HO-1. Utilizando un estimulo de Fe no-heminico
no se encontraron variaciones en la expresion de HCP1 (Figura 8B), concordante con

los resultados de Latunde-Dada y col. (2006b).

El patrén de expresion del mRNA de FLVCR frente a estimulos con hem fue
similar al encontrado para HCP1. La disminucion de su expresion en el tiempo fue sin
embargo, constante (Figura 3B). Con respecto a la concentracion extracelular, para un
estimulo de 12 hrs la disminucién de la expresién se presentd para hem extracelular 20
MM, mientras que para concentraciones de 50 y 80 uM sus niveles de mRNA no

presentan diferencias con respecto a la condicion basal (Figura 6B).

Sin embargo, estos resultados sélo nos indican que existe una variacion en los
niveles de mensajero, pero no podemos asegurar que estos cambios se reflejan de la
misma manera en la abundancia de las proteinas HCP1 y FLVCR, ya que no existe
necesariamente una correlacion directa entre los niveles de mRNA y de proteina. Es
entonces necesario complementar estos resultados con el uso de anticuerpos contra
HCP1 y FLVCR para determinar si las respuestas observadas a nivel de mensajero se

corresponden con los niveles de proteina.
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4.2 Transporte transepitelial de hem en células Caco-2.

La succinilacetona es un potente inhibidor especifico de la &-aminolevulinato
(ALA) dehidratasa, la segunda enzima de la via de sintesis de hem. Una concentracién
de 1 mM SA inhibe la sintesis de hem cerca de un 100% a las 12 horas de incubacién
(Beru y col., 1983; Ye y Zhang, 2004). Los experimentos realizados con SA, muestran
que las celulas Caco-2 sintetizan activamente hem (Figura 9). Parte del hem
sintetizado enddgenamente es transportado a través de la membrana basolateral, y

este transporte disminuye al caer la concentraciéon de hem intracelular (Figura 10A).

Al incubar las células control con hem apical, hay un aumento del transporte a
través de la membrana basolateral, como es esperado. El tratamiento con SA por 48
horas, si bien disminuye 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 concentraciéon 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 incubacién con hem apical se realizé por 6 horas, la
mayor degradacién del hem captado es realizada por la HO-2, de expresién constante.
De todas formas, estos resultados muestran que el hem captado es capaz de sufrir una

transcitosis desde la membrana apical a la basolateral.
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4.3 Rol de HCP1 en la captacion de hem.

Utilizando el sistema de vectores SureSilencing shRNA se obtuvo una linea
estable de células Caco-2 que presentaba una inhibicion de la expresion del mRNA de
HCP1 cercana al 42 %. Este porcentaje de inhibicién fue menor al esperado para estos
vectores, de sobre un 70 %. Es posible que una alta inhibicién de la expresién de

HCP1 sea deletérea para las células.

Segun los resultados obtenidos, la inhibicién de la expresién de HCP1 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 HCP1-RNAi no presentaron cambios en la
concentracién interna de Fe en comparacién a las células controles. El contenido
interno de hem, por su parte, mostré inesperadamente un ligero aumento, pero éste no
fue estadisticamente significativo (Figura 12). Dado que las células fueron mantenidas
en medio basal, con una baja concentracion de hem extracelular, el hem presente en
ellas proviene principalmente de la biosintesis endégena, por lo que la disminucién de

HCP1 no estaria afectando la tasa de sintesis de hem.

Sin embargo, la expresion del mRNA de HO-1 en las células HCP1-RNAi fue
significativamente menor que en las células control (Figura 13). La expresiéon de HO-1
estd fuertemente controlada por los niveles intracelulares de hem a través de la
competencia entre Bach1 y Nrf2 por la union al premoter de HO-1, por lo que, al estar
la expresion de HO-1 disminuida en las células HCP1-RNAI, debe existir una menor
concentracion de hem disponible para actuar sobre Bach1 y permitir la activacion de la

transcripcion por parte de Nrf2 en estas células. Una posible explicacién para este

1



resultado, ya que la concentracion total de hem interno no varia con respecto a las
células control, es que HCP1 participe en el trafico intracelular de hem, y al disminuir
su expresion quede parte del hem secuestrado en algun compartimiento celular, sin
poder llegar al nucleo y ejercer su accion inductora. La expresion del mRNA de

FLVCR, en cambio, no sufrié modificaciones producto de la disminucion de HCP1.

Las células HCP1-RNAi mostraron una disminucién en la captacion de **Fe-hem
(Figura 14), consistente con la hipétesis de que HCP1 es el transportador o uno de los
transportadores que participa en la absorcién de hem a nivel apical. El trabajo de
Latunde-Dada y col. (2006b) realizado en células Caco-2, mostré el efecto de la sobre-
expresion de HCP1 en la captacién de hem, la cual aumenta aunque de manera
moderada, posiblemente debido a la alta expresién enddgena y a la existencia de

regulacién a nivel post-traduccional.

Trabajos realizados previamente en nuestro laboratorio sugieren la contribucion
de un proceso endocitico en la captacion de hem por parte de células Caco-2 (Flores,
2006; Arredondo y col. 2008). Se ha observado una disminucion en la captaciéon de
hem al someter a las células Caco-2 a la técnica de depleciéon de potasio intracelular
(Larkin y col., 1983), la cual inhibe la endocitosis mediada por receptor al disminuir las
vesiculas recubiertas de clatrina en la membrana. La acidificaciéon del citosol, que
provoca una disminuciéon de las formacion de vesiculas al disminuir el pH interno
(Sandvig, 1987), también disminuye la captacion de hem. Sin embargo, ambas
técnicas son agresivas para las células y pueden tener efectos a nivel de sintesis y

estructura de proteinas.
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En este trabajo, su utilizé colchicina para determinar su posible efecto en la
captacion de hem (Figura 15). La colchicina induce la disrupcién de microtibulos, los
cuales juegan un importante papel en el trafico vesicular, tanto endocitico como de
destinamiento de proteinas entre compartimentos celulares. El tratamiento con
colchicina no tuvo efectos significativos en la captaciéon de hem, ni para células
controles ni para células HCP1-RNAI, si bien existi6 una pequefia disminucién en
ambos casos. Por lo tanto, si bien es probable que procesos endociticos contribuyan a
la entrada de hem a las células, no es el principal proceso involucrado y su bloqueo

puede ser sobrellevado por la actividad de HCP1.

Estos resultados, junto con el hecho de la expresién del mMRNA de HCP1
disminuye al aumentar la concentracidn de hem intracelular indicarian que existe una
regulacion transcripcional por la cual se impide un exceso de captacién de hem cuando

las células ya estan saturadas.

4.4 Papel de FLVCR en la salida de hem.

El mismo sistema de vectores SureSilencing shRNA utilizado para la obtencion
de células HCP1-RNAIi permitié contar con una linea estable de células Caco-2 que
presentaba inhibicion de la expresion del mRNA de FLVCR. En este caso, el

porcentaje de inhibicién fue mayor, cercano al 60 %.

Al igual que lo observado para las células HCP1-RNAI, la inhibicion de FLVCR no

tuvo efectos en el contenido de Fe intracelular ni en el contenido interno de hem
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(Figura 16). La expresion del mRNA de HO-1 presenté un comportamiento inverso a lo
encontrado para las celulas HCP1-RNAI, su expresién se indujo en las células FLVCR-
RNAI, mientras que la expresion del mMRNA de HCP1 se vio disminuida (Figura 17). Si
la inhibicién de la expresidon de FLVCR es responsable de un aumento en la
concentracién de hem libre, la induccién de HO-1 podria compensar este efecto,
aumentando el catabolismo de hem y manteniendo asi constante su concentracion
intracelular, al igual que la disminucidon de HCP1, impidiendo que mas hem sea

captado.

Para determinar el rol de FLVCR en la salida de hem de las células Caco-2 se
utilizé el analogo estructural ZnPP (cinc protoporfirina), debido a que no es degradado
por la hem oxigenasa y permite eliminar la interferencia de la metabolizacién del hem.
Varios analogos estructurales no metabolizables, como ZnPP, ZnMP (cinc
mesoporfirina) y SnPP (protoporfirina de estafio) han sido utilizados en diferentes
trabajos para estudiar el transporte de hem (Worthington y col., 2001; Quigley y col.,
2004). Ademas, Shayeghi y col. (2006) mostraron que la ZnPP compite con el hem por

la entrada a traves de HCP1.

La inhibicién de la expresion de FLVCR mostrd un efecto inverso al esperado,
aumento la salida de ZnPP de las células a través de la membrana basolateral (Figura
19). Tanto en las células controles como en las células FLVCR-RNAI, la salida de
ZnPP fue superior a través de la membrana apical, y este transporte no se vio afectada
por la inhibicién de la expresién de FLVCR. Uc y col. (2004) ya habian reportaron que
en células Caco-2 existe un transporte de hem tanto en la via absortiva, de apical a

basolateral, como secretoria, de basolateral a apical. Ellos encontraron que el

62



transporte de hem ocurre mayoritariamente por la via secretoria. Se ha postulado que
la secrecion de hem por parte de células epiteliales intestinales podria ser parte de un
mecanismo regulatorio de la absorcion de hem, que impide una entrada excesiva de Fe
al organismo. Sin embargo, parece ser que FLVCR no esta directamente involucrado
en la salida de hem de las células Caco-2, pero, segun los resultados de un aumento
de la expresion de HO-1, disminucién de la expresion de HCP1 y el aumento de salida
de ZnPP a través de la membrana basolateral en células FLVCR-RNAI, indica que
FLVCR participaria en algun proceso de transporte de hem en estas células. Es poco
probable que FLVCR pueda estar participando en la captacion de hem, dado que se ha
observado que media el transporte unidireccional de hem en células eritroides, y a
pesar de someter a las células a deficiencia de Fe, FLVCR no revierte su funcion para

aumentar la captacién de hem (Quigley y col., 2004).

En la Figura 20 se muestra el modelo propuesto para la absorcion intestinal de

hem en base a los resultados obtenidos y al conocimiento sobre el tema.
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Figura 20. Modelo propuesto para la absorcién intestinal de hem. {A) El Fe heminico
es captado por la célula intestinal a través del transportador HCP1, ubicado en la
membrana apical. Una vez en el interior de la célula, el hem puede ser convertido a
biliverdina, CO y Fe(ll) libre por la enzima microsomal HO o transportarse intacto hacia la
circulacion o el lumen intestinal a través de un exportador (cilindro verde). (B) Al
aumentar el nivel intracelular de hem se regula negativamente la expresiéon de HCP1 y se
induce la expresion de HO-1, lo cual hace que disminuya la captacion y mas hem se
degrade, retornando a los niveles basales. FLVCR podria cumplir un rol en el trafico

intracelular de hem o en la salida de hem de algun organelo.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que:

1) La proteina transportadora HCP1 participa en la captacion de hem en el modelo
celular Caco-2 y por tanto, es probable que también sea responsable de su captacion a

nivel intestinal.

2) En estas células modelo, existe una regulacion negativa de la expresiéon del mRNA
de HCP1 cuando los niveles intracelulares de hem aumentan, sugiriendo un

mecanismo de proteccién de la célula que evita un exceso de absorcion de hem.

3) El exportador de hem en células eritroides, FLVCR, no esta directamente
relacionado con el transporte de hem hacia el exterior en células Caco-2, pero podria

cumplir una funcién en el metabolismo intracelular de hem.

4) La expresion del mRNA de FLVCR sufre, al igual que la de HCP1, una regulacién
negativa en presencia de hem, lo cual también apunta a que FLVCR esta vinculado

con el metabolismo 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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