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RESUMEN

Las fuentes de hierro dietario conocidas son hierro heminico (Fe-hem), presente
principalmente en carnes animales, y hierro inorganico, de origen vegetal o mineral. Sin
embargo, existe una tercera fuente en la cual el hierro puede estar disponible,
denominada ferritina. Ferritina es la principal proteina de almacenaje de hierro en células,
con una capacidad para almacenar sobre 4.000 atomos de hierro por molécula,

encontrada en componentes dietarios derivados tanto de origen animal como vegetal.

El objetivo de este estudio fue caracterizar la via endocitica para ferritina exégena
absorbida desde la membrana apical de células Caco-2, un modelo in vitro de epitelio
intestinal humano. Evidenciamos que la endocitosis de ferritina se inicid® por su
interaccion con invaginaciones cubiertas por clatrina presentes en la membrana apical.
Este hecho fue demostrado por analisis de co-localizacion entre ferritina y clatrina,
determinado por microscopia confocal y ratificado por microscopia electronica de
transmision. Adicionalmente, encontramos ferritina en compartimentos endosomales
tempranos, determinado a través de co-localizacién de ferritina con el antigeno
endosomal temprano 1 (EEA1), y en lisosomas, determinado por co-localizacion de
ferritina con la proteina asociada a membrana lisosomal 1 (LAMP 1). Interesantemente,
encontramos que ferritina colocaliza con LC3, una proteina marcadora de autofagosomas.
En concordancia con este hallazgo, observaciones por microscopia electronica revelaron
la presencia de ferritina al interior de compartimentos multivesiculares de doble membrana

similares a los descritos como autofagosomas.



Los resultados de esta tesis son consistentes con el modelo en el cual ferritina es
internalizada desde lumen intestinal a través de invaginaciones cubierta por clatrina,
prosiguiendo con una via degradativa que involucra endosomas tempranos,
autofagosomas y finalmente lisosomas, en donde ferritina es degradada y su hierro se

hace disponible para el transporte a la circulacion sanguinea.
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ABSTRACT

The known sources of dietary iron are hem iron, mostly present in animal meats,
and inorganic iron, of mineral or vegetal origin. However, a third source form which iron
could be available is ferritin, the main iron-storage protein in cells, with a capacity to store
over 4,000 atoms of iron per molecule, found in dietary components from both animal and

vegetal origin.

The aim of this study was to characterize the endocytic pathway for exogenous
ferritin absorbed from the apical membrane of Caco-2 cells, an in vitro model of human
intestinal epithelia. We found that ferritin endocytosis was initiated by its interaction with
clathrin-coated pits present in the apical membrane, as ascertained by ferritin-clathrin co-
localization determined both by fluorescence confocal microscopy and by transmission
electron microscopy. We also found ferritin in early endosomal compartments, as
determined by co-localization of ferritin with early endosomal antigen 1 an in lysosomes,
as determined by ferritin-EEA1 and ferritin-LAMP 1 co-localization, respectively.
Importantly, we found that ferritin co-localized with LC3, an autophagosome marker
protein. In concordance with this finding, electron microscopy observations revealed the
presence of ferritin inside double-membrane multivesicular compartments similar to those

described as autophagosomes.

The findings of this thesis are consistent with a model in which ferritin is
internalized from the intestinal lumen through clathrin-coated pits, and follows a
degradative pathway that comprises early endosomes, autophagosomes and lysosomes,

where ferritin is degraded and iron becomes available for transport to the blood circulation.

Xii



1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

Absorcion Intestinal del hierro.

El hierro (Fe) es un elemento esencial que participa, formando parte de grupos
prostéticos, en una gran variedad de enzimas y procesos celulares. Hay una variada
gama de alimentos que son potenciales fuentes de Fe, pero a menudo su absorcion se ve
limitada por una baja biodisponibilidad (Clydesdale y cols., 1983). La biodisponibilidad del
Fe es altamente dependiente de la forma quimica en que se encuentra y de la presencia
de factores dietarios capaces de favorecer, o por el contrario, inhibir su absorcion
(McCance y cols., 1943, Disler y cols., 1975; Martinez-Torres y cols., 1981, Pizarro y cols.,

1988).

En la actualidad se conocen dos vias plenamente caracterizadas por las cuales el
Fe dietario es absorbido: la del Fe heminico, proveniente de hemoglobina y mioglobina,
liberado por enzimas pancreaticas en el lumen intestinal (Conrad y cols., 1967), y la del
Fe no heminico o Fe inorganico. La absorcion intestinal de Fe heminico involucra tres
pasos: (1) su captacion apical desde el lumen del intestino, (2) su catabolismo dentro del
enterocito y la liberacion de su Fe y (3) la salida del Fe hacia la circulacion (Oates y West,
2006). La absorcién intestinal de Fe inorganico consta de tres fases: (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). En el lumen intestinal el
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Fe' de la dieta es reducido a Fe'? por la ferrireductasa citocromo b duodenal (Dcytb)
presente en la membrana apical de los enterocitos (McKie y cols., 2001). Una vez
reducido, el Fe es ingresado a la célula por el transportador de metales divalentes DMT1
(Gunshin y cols., 1997). El Fe que ingresa a los enterocitos se incarpora en ferritina (Fn),
o es transportado hacia la circulacion sanguinea por el transportador IREG1 (McKie vy
cols., 2001), también llamado Ferroportinal (Donovan y cols., 2000). La solubilidad y
biodisponibilidad de Fe inorganico es influenciada grandemente por factores

intraluminales externos e internos (Forth y Rummel, 1973).

Endocitosis mediada por clatrina.

La ruta y los compartimentos celulares causantes de la absorcién y degradacion
de Fn por células del epitelio intestinal es poco conocida. Experimentos recientes en
nuestro laboratorio indican que Fn entra a la celula del epitelio intestinal por endocitosis
apical mediada por p2, una subunidad de la adaptina AP2. Fn es posteriormente
degradada y el Fe contenido en ella pasa a formar parte del componente citosolico de

hierro labil (LIP) {San Martin y cols., 2008).

La endocitosis es un proceso celular basico usado por las células para internalizar
desde el medio externo una variedad de moléculas. Este proceso es parte de un dinamico
y coordinado trafico vesicular, el cual puede ser dividido en dos principales vias:
transporte biosintético desde el reticulo endoplasmico a través del complejo Golgi hacia la

superficie celular, y la via endocitica por la cual receptores de membrana plasmatica,



nutrientes y moléculas de sefalizacion son destinados hacia el sistema endosomal-

lisosomal para reciclaje o degradacion (Lemmon y Traub, 2000).

El sistema endosomal consiste en un conjunto de compartimentos vesiculares
heterogéneos en su topologia y composicion. La vesicula endocitica formada en la
membrana plasmatica se fusiona inicialmente con el endosoma temprano o de
seleccionamiento. La ruta por la que los receptores internalizados reciclan a la membrana
plasmatica comprende el paso desde el endosoma temprano al endosoma de reciclaje, en
tanto que la ruta degradativa comprende el paso del endosoma temprano al endosoma
tardio y los lisosomas (Figura 1). Adicionalmente, por microscopia electrénica es comun
observar un subconjunto de endosomas tardios que presenta una apariencia
multivesicular, por este motivo son denominados cuerpos multivesiculares (MVBs). Los
endosomas tardios y cuerpos multivesiculares forman una red dinamica junto con las
estructuras lisosomales, siendo el punto final de la endocitosis y sitio de degradacion de

proteinas (Lemmon y Traub, 2000).
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Figura 1. Una sobrevista de la via endocitica ilustrando sitios de destinacion entre rutas de
trafico. Proteinas exdgenas y de transmembrana pueden ser internalizadas desde la membrana plasmatica
(PM) por endocitosis, la cual es mediada por clatrina. Las vesiculas cubiertas por clatrina (CV) pierden su
cubierta de clatrina después de la endocitosis y vesiculas no-cubiertas subsecuentemente se fusionan a
endosomas tempranos (EE). Desde esta region, cuerpos multivesiculares/endosomas tardios (MVB/LE) son
formades o maduran en lisosomas (LYSO), los cuales contienen una mezcla de diferentes proteasas.
Proteinas dentro de endosomas tempranos pueden ser dirigidas hacia una ruta de reciclaje. Esto puede
ocurrir directamente hacia la membrana o por una ruta lenta hacia la superficie celular via endosomas de
reciclaje (RE). Existe también un transporte bi-direccional entre endosomas de reciclaje y la red trans-Golgi,
desde donde proteinas pueden ser enviadas hacia la superficie, asi como a otros compartimentos incluyendo

los endosomas tardios.
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Autofagia.

La autofagia es un proceso celular por el cual la célula selecciona organelos,

proteinas y cuerpos foraneos y los destina a los lisosomas para su degradacion.

Los procesos autofagicos se sub-dividen en macroautofagia (MA) y microautofagia
(MiA) (Reggiori y Klionsky, 2002; Wang vy Klionsky, 2003). Ambas vias involucran una
reorganizacion de membrana y, a diferencia de la degradacion proteosomal, terminan en
el sistema lisosoma/vacuola. La (MiA) involucra secuestro del citoplasma en la superficie
del organelo que va a ser degradado por septacion, y/o invaginacion de su membrana.
Por otro lado, la MA involucra el secuestro del citoplasma en una vesicula citosolica de
doble membrana, denominada autofagosoma. Se postula que la formacion del
autofagosoma ocurre en una estructura pre-autofagosomal (PAS) (Suzuki y cols., 2001),
(Noda y cols., 2002). Un primer paso hacia la formacion del autofagosoma es la
expansion de la membrana del pre-autofagosoma. Este paso depende de moléculas de
sefalizacion que modulan la actividad y expresion de algunos genes de la autofagia. En
procesos heterofagicos de células animales, los autofagosomas pueden recibir material
desde compartimentos endociticos (Stromhaug y Seglen, 1993; Liou y cols., 1997) para
formar un organelo hibrido denominado amfisoma (Figura 2) (Stromhaug y Seglen, 1993).
Los autofagosomas completos se fusionan con el sistema lisosoma/vacuola, estructura
degradativa denominada autolisosoma o autofago-lisosoma, y la membrana interna del

autofagosoma es degradada en el lumen del lisosoma.
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Figura 2. Sistema autofagico. El proceso de MA comienza con la formacién de un fagoforo que
se expande hacia un autofagosoma de doble membrana envolviendo una porcién de citoplasma. El
autofagosoma puede fusionar con un endosoma (el producto de la endocitosis), la cual es una forma de
heterofagia (en un proceso heterofégico, la célula internaliza y degrada material que se origina fuera de la
célula, en contraste a la autofagia, en la cual la célula consume parte de ella misma). El producto de la fusion
endosoma-autofagosoma es conocido como amfisoma. El autofagosoma completado o amfisoma se fusionan
con lisosoma, el cual suministra las hidrolasas &cidas. Las enzimas en el compartimiento resultante, un
autolisosoma, rompen la membrana interna del autofagosoma y degradan el material contenido. Las

macromoléculas son liberadas a través de permeasas y recicladas hacia el citosol.



Otra forma de autofagia es la autofagia mediada por chaperonas (AMC), un
proceso que degrada proteinas citosélicas que contienen un motivo consenso penta-
peptidico (Majeski y Dice, 2004; Massey y cols., 2004). Los diversos tipos de autofagia se
distinguen por su suceptibilidad a diferentes farmacos. Inhibidores de MA tales como 3-
metiladenina, wortmanina, y LY294002 no tiene efectos sobre AMC. Degradacion de
proteinas por MA es sensible a inhibidores de microtubulos tales como colcemida vy
vinblastina, pero la degradacion de proteinas por AMC no es sensible a estos inhibidores.
Activadores de MA tales como rapamicina no tiene efecto sobren AMC. Tanto la AMC,
como MA, son inhibidas por inhibidores de la sintesis de proteina, tales como anisomicina
y cycloheximida. AMC es tambiéen parcialmente inhibida cuando la proteina kinasa
activada por mitogeno p38 es bloqueada. El inhibidor de glucosa-6-fosfato dehidrogenasa,
6-aminonicotinamida, y el inhibidor de la proteina de shock térmico de 90 kDa,

geldanamicina, tienen la capacidad de activar AMC (Finn y cols., 2005).

La autofagia es un proceso indispensable para la sobrevivencia celular. La funcion
de pro-sobrevida de la autofagia ha sido demostrada a nivel celular y a nivel de
organismo, en diferentes contextos, incluyendo privacion de nutrientes, factor de
crecimiento, estrés de reticulo endoplasmico, infeccion microbiana, y enfermedades
caracterizadas por la acumulacién de agregados proteicos (Yorimitsu y Klionsky, 2007,

Levine y Yuan, 2005; Maiuri y cols., 2007).



Ferritina.

En nuestra dieta hay una potencial tercera forma natural de Fe dietario: Fe en la
forma de hidrato férrico insoluble recubierto por una capa proteica formada por multiples
subunidades globulares llamada ferritina (Fn). Estructuralmente, Fn es un heteropolimero
formado por una combinacion de 24 subunidades de cadenas peptidicas pesadas (H; 21
kDa) y livianas (L; 19 kDa), dando lugar a una estructura con un diametro externo de 12-
13 nm que exhibe una cavidad central de 7-8 nm capaz de almacenar mas de 4.000
atomos de Fe como un nucleo de ferri-oxi-hidrato (Figura 3) (Harrison y Arisio, 1996;

Theil, 2003).

La subunidad H juega un rol en el secuestro rapido de Fe, debido a que posee
actividad ferrooxidasa responsable de convertir Fe ferroso soluble en la forma férrica
almacenable, mientras que la subunidad L facilita la nucleacion, mineralizacion vy
almacenaje del Fe a largo plazo (Rucker y cols., 1996). La proporcion de las subunidades
Hy L en la proteina varia en los diferentes tejidos, permitiendo una complementariedad de

funciones en la proteina (Harrison y Arisio, 1996).



Ferritina Subunidad de Ferritina

Ferritina, consistente
de 24 subunidades

Seccion fransversal

Figura 3. Estructura de Ferritina. Heteropolimero con sus 24 subunidades (H y L) ensamblados
en una estructura capaz de almacenar en su interior Fe en la forma de cristales de ferri-oxi-hidrato, y con la
capacidad de acumular hasta 4.500 atomos de Fe. Imagenes  obtenidas de

www.electron.nci.nih.qov/htmliresearch4.html y www.ghr.nim.nih.govfhandbook/illustrations/ferritin.

Fn es altamente conservada en la evolucién (Theil, 1990), y las subunidades Hy L

de diversas especies tienen estructuras y funciones analogas (Rucker y cols., 1996). Su

funcién de secuestro de Fe sugiere que Fn podria actuar como una proteina cito-

protectora, minimizando la concentracion de Fe redox-activo y la formacién de radical

hidroxilo mediada por la reaccién de Fenton.

La Fn endégena es degradada en lisosomas mediante un proceso de autofagia

(Hultcrantz y Glaumann, 1987; Kurz y cols., 2007) aunque recientemente se demostré que

la apo-ferritna es degradada en proteasomas (De Domeico y cols., 2006). Un efecto

beneficioso de la autofagia de Fn, relacionado a resistencia celular y lisosomal a estrés

-
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oxidativo, es que Fn, antes de ser degradada, es capaz de mantener quelado su Fe
intralisosomal (antes de ser liberado hacia el citosol), de esta manera reduce su
concentracion y por lo tanto la sensibilidad de lisosomas a estrés oxidativo (Garner y cols.,

1997; 1998).

Fn es una fuente potencial de Fe dietario ya que es abundante en tejidos como
higado, corazén y pancreas y en las semillas de las leguminosas (Theil, 2004). La
posibilidad de poder implementar el uso de alimentos ricos en Fn como fuente dietaria de
Fe es atractiva debido a su condicién de alimento natural (Lucca y cols., 2002). A la fecha,
hay escasa pero significativa evidencia respecto al uso de Fn como fuente de Fe (Layrisse
y cols., 1975; Lucca y cols., 2002; Murray-Kolb y cols., 2003). Sin embargo, se hacen
necesarios estudios basicos para entender los mecanismos celulares y moleculares que

subyacen a la posible absorcion de Fe ferritinico.

En experimentos exploratorios de nuestro laboratorio, encontramos que Fn de
poroto de soya (SBFn) previamente marcada con el fluoroforo Alexa 488 se encontrd en
compartimentos macroautofagicos, como se determiné por colocalizacion con el marcador
LC3. Esta observacion plantea una posible conexion entre el sistema endosomal vy el

sistema autofagico.

En esta tesis, utilizando células Caco-2 como modelo celular de epitelio intestinal,
se abordd, mediante técnicas de microscopia electrénica y microscopia confocal, la

caracterizacion de la ruta degradativa de Fn dietaria.
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1.2 Hipoétesis de trabajo.

La asimilacion de Fn dietaria por células del epitelio intestinal comprende su
internalizacion desde invaginaciones cubiertas por clatrina y el paso por un compartimento
autofagico previo a su degradacion en los lisosomas y la liberacion de su hierro al
citoplasma celular.

1.3 Objetivo General.

Caracterizar la ruta endocitico/degradativa de Fn en células Caco-2, un modelo de

epitelio intestinal.

1.4 Objetivos Especificos.

Objetivo 1. Determinar la presencia de Fn en vesiculas endociticas cubiertas por

clatrina.

Objetivo 2. Determinar la presencia de Fn en el endosoma temprano.

Objetivo 3. Determinar la presencia de Fn en putativos compartimentos

endosomales y autofagicos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales.

2.1.1 Anticuerpos.

IgG de cabra anti-conejo conjugado a Alexa 488. Invitrogen-Molecular Probes (A-
11008).

IgG de cabra anti-ratén conjugado a Alexa 546. Molecular Probes (A21124).

Anticuerpo monoclonal anti-early endosome antigen 1 (EEA1). BD Biosciences
(610456).

Anticuerpo monoclonal anti-lisosomal associated membrane protein 1 (LAMP1).
BD Biosciences (555798).

Anticuerpo monoclonal anti-clatrina. Calbiochem (CP45).

Anticuerpo monoclonal anti-Light Chain 3 (LC3). Santa Cruz (sc-28266).

2.1.2 Fluoroforos.

Alexa Fluor® 488 Protein Labelling Kit. Molecular Probes (A10235).



2.1.3 Proteinas.
Se utilizd Fn de bazo de caballo (HSFn), con una relaciébn Fe: Fn mol:mol de
2200:1. Sigma (F-4503).

Albumina de suero de bovino (pH 7.0) Winkler (BM-0150).

2.1.4 Componentes del medio de cultivo celular.
Medio esencial Dulbecco modificado (DMEM); tripsina; fungizona; antibioticos
(penicilina-estreptomicina) y suero fetal bovino (FBS) de Gibco-BRL, Life Technologies

(Gaithersburg, USA).

2.1.5 Enzimas.

Tripsina de pancreas de bovino 1:250 (EC 3.4.21.4). Sigma (T-06486).

2.1.6 Tampones biologicos.
PBS: 15 mM KH,PO,, 81 mM Na,HPO,, 1,4 M NaCl, 27 mM KCI, pH 7,4.

TBS: 0,14 M NacCl, 2,68 mM KCI, 25 mM Tris base, pH 8.

2.1.7 Equipos.

Campana de Flujo laminar, Nuaire, UN-201-430.

Centrifuga Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen, Germany).

EVOM Epithelial Volthommeter (World Precision Instruments).

Lector de microplacas Synergy™ 2 Multi-Mode Microplate Reader (BioTek
Instruments, Inc.).

Microscopio Confocal. Carl Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Géttingen,

Germany).

Microscopio Optico Nikon TMS.



2.1.8 Material de Cultivo.
Botellas plasticas de 40 mL, area de crecimiento 25 cm?. Corning-Costar (3025).
Placas de cultivo 24 pocillos, 16 mm diametro, Corning-Costar (3424).

Tubos de centrifugas plasticos 50 mL y 15 mL, Falcon.

Pipetas plasticas Corning-Costar, 10 mL (4101), 5 mL (4050).

Unidades de filtracion, tamafio poro 0,2 ym Corning-Costar, 500 mL.

Placas de ELISA, Nunc Inc.

Insertos bicamerales Transwells-Clear, con membrana de poliéster, 6,5 mm de
diametro. Corning-Costar (3470).

Botellas de cultivo. Schott Duran, 500 mL.

Cubre objetos 12 mm de diametro.

2.1.9 Reactivos Generales.

Acetato de uranilo (AcUr). Ted Pella (19481).
Acetona p. a. Merck (100014).

Acido etilendiaminotetracético (EDTA). Merck (1118011).
Acido clorhidrico fumante 37 % p. a. Merck (100317).
Archilamida. Winkler (BM-0070).

Citrato de plomo. Eastman (11534).

Cloruro de Calcio (CaCl; x 2H,0). Merck (160482).
Cloruro de Magnesio (MgCl,). Merck (105833).
Cloruro de Potasio (KCI). Merck (104636).

Cloruro de Sodio (NaCl). Merck (106404).

Dimetilsulféxido (DMSO). Sigma (D-5879).
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EIA Grade Reagent Gelatin. BIO-RAD (170-6537).

Etanol absoluto, p. a. Merck (1.00983).

Glicina. Winkler (BM-0820).

Glutaraldehido 25 %. Sigma (G-5882).

Hidroxido de Potasio (KOH). Merck (105021).

Hidroxido de Sodio (NaOH), p. a. Merck (106498).

Inhibidor de proteasas. Sigma (P8340).

L-glutamina. Sigma (G-3126).

LR-Gold. London Resin Company Ltd (14371).

Medio de Montaje acuoso con agente anti-fading. FluorSave Reagent Calbiochem

(345789).

Metanol. TCL.

Paraformaldehido. Polysciences (0380).

Pelicula de revelado de imagen. Electron image film. Kodak (SO-163).
Piruvato, sal de sodio. Sigma (P-2256).

Tris (Trizma). Winkler (BM-2000).

Triton X-100. Sigma (T-6878).
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2.2 Métodos.

2.2.1 Cultivos Celulares.

Se uso la linea celular Caco-2 (American Culture Collection, #HTB37, Rockuville,
MD), derivada de carcinoma de colon humano (Fogh y cols., 1977), y semeja un modelo
de epitelio intestinal (Arturson, 2001). La particularidad de estas celulas es crecer en
monocapas altamente polarizadas y expresan GLUT-5, un marcador de microvellosidades
de intestino delgado que no esta presente en colon (Mahraoui y cols., 1992), presentan
inhibicién de la proliferacion por contacto y forman uniones estrechas con una resistencia

trans-epitelial aproximada de 240 ohm x cm®.

2.2.2 Condiciones de cultivo.

El medio de cultivo utilizado es indicado en la tabla 1. Las células fueron
sembradas a densidades variables (aprox. 7000 células/cm?), como se indica en cada

caso y segun el experimento realizado.

El medio de cultivo fue renovado cada 48 h previo lavado con PBS. Las células
fueron cultivadas en un incubador a 37 °C, con atmosfera controlada conteniendo 5 % de

CO..



Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo.

Tipo Medio % y origen t Otros suplementos . Caracteristicas generales
| Celular | Base de Suero - de las células
| 10 % suero | Aminoacidos no Forma rectangular-
| Caco-2 | D-MEM | fetal bovino | esenciales (100 uM), exagonal, crecimiento en
(SF) Gibco | Penicilina/Estreptomicina | monocapas. !

|
|

(10.000 UI/10.000 pg) | ~20 pm de diametro
Fungizona (25 pg/mL) !

Los cultivos celulares fueron realizados sobre filtros porosos en insertos

bicamerales. Este un sistema ventajoso debido a que posee una geometria que permite

acceder en forma independiente a los dominios apical y basolateral.

2.2.3 Subcultivo celular.

Células que alcanzaron niveles cercanos a confluencia se liberaron de la placa

mediante un tratamiento por 7 min a 37 °C con una solucién de tripsina-EDTA en PBS

(0,5 % tripsina, 0,53 mM EDTA). El efecto de tripsina-EDTA se bloque6 por adicion de dos

volumenes de medio de cultivo completo. Tras centrifugar a 500x g durante 10 min a

temperatura ambiente, el sedimentado fue resuspendido en el medio correspondiente vy

las células se siembran a las densidades indicadas en cada caso. La confluencia celular

fue determinada mediante observacion visual de los cultivos celulares a través de

microscopio Optico y para el caso de cultivos celulares sembrados en insertos bicamerales

se determind confluencia celular a través de la medicion de su resistencia eléctrica

transepiteliar (TEER), la cual fue = 240 ohm x cm”.



2.2.4 Recuento y viabilidad celular.

El nimero de células se determind mediante recuento en hemocitémetro (camara
de Neubauer). Las células fueron tefidas con azul de tripan, lo que permitid reconocer

células vivas (refringentes) de células muertas (tefiidas de azul).

2.2.5 Marcaje de HSFn con Alexa Fluor 488.

Se procedid a unir HSFn con Alexa Fluor 488 (HSFn-488), utilizando Alexa Fluor®
488 Protein Labelling kit (Invitrogene-Molecular Probes) tomando en consideracion las

recomendaciones dispuestas en el protocolo indicado por el fabricante.

Posteriormente se procedidé a medir absorbancia a 280 y 494 nm para determinar
el grado de marcacion (moles de marca/moles de proteina). Luego la proteina fue

almacenada a 4 °C y en oscuridad.



2.2.6 Inmunolocalizacién de HSFn-488 en células Caco-2.

Células Caco-2 crecidas a confluencia sobre insertos bicamerales fueron
incubadas con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C, lavadas con PBS, fijadas con 4 %
paraformaldehido y lavadas 5 veces con PBS Ca/Mg. Las células fueron permeabilizadas
con 0,5 % Triton X-100 en PBS Ca/Mg por 10 min, seguido de 3 lavados con la misma
solucion y 3 lavados con PBS Ca/Mg. Luego las células fueron blogueadas con 5 % BSA,
20 % SFB y 5 mM EDTA por 1 h. Incubaciones con anticuerpos primarios fueron
realizadas por 1 h a temperatura ambiente, y posteriormente las células fueron lavadas
con PBS e incubadas con anticuerpo secundario por 2 h a temperatura ambiente, luego
son lavadas y montadas sobre porta objetos utilizando medio de montaje FluorSave
Reagent (Calbiochem). Las muestras finalmente son analizadas mediante microscopia

confocal.

2.2.7 Estudios de inmunolocalizacion de HSFn-488 y vesiculas cubiertas por

clatrina.

A modo de poder determinar la presencia de HSFn-488 en vesiculas cubiertas por
clatrina se realizd inmunocitoguimica dirigida contra clatrina. Células Caco-2 crecidas a
confluencia sobre insertos bicamerales fueron incubadas con 30 nM HSFn-488 por 20 min
a 37 °Cy 1ha4°C. Posteriormente las células se lavaron con PBS, se fijaron con 4 %
paraformaldehido, permeabilizadas con 0,5 % Triton X-100 en PBS Ca/Mg por 10 min y
blogueadas con & % BSA, 20 % SFB y 5 mM EDTA por 1 h, seguido de incubacion con

anticuerpo monoclonal primario anti-clatrina (dilucion 1:300). Las células fueron incubadas



con anticuerpo secundario IgG de cabra anti-raton conjugado a Alexa 546 (dilucion 1:400)
por 2 h a temperatura ambiente, montadas y analizadas mediante microscopia confocal

(LSM 510 META, Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

2.2.8 Estudios de inmunolocalizacion de HSFn-488 y endosoma temprano.

Con el propoésito de poder determinar inmunocolocalizacion entre HSFn-488 vy
compartimentos endosomales tempranos se realizé inmunocitoquimica dirigida contra el
marcador endosomal EEA1. Células fueron crecidas a confluencia sobre insertos
bicamerales e incubadas con 30 nM HSFn-488 durante 20 min a 37 °C, lavadas con PBS,
fijadas con 4 % paraformaldehido, permeabilizadas con 0,5 % Tritén X-100 en PBS Ca/Mg
por 10 min y bloqueadas con 5 % BSA, 20 % SFB y 5 mM EDTA por 1 h, seguido de
incubaciéon con anticuerpo monoclonal primario anti-EEA1 (dilucion 1:300). Luego las
células fueron incubadas con anticuerpo secundario IgG de cabra anti-raton conjugado a
Alexa 546 (dilucion 1:400) por 2 h a temperatura ambiente, montadas y analizadas

mediante microscopia confocal (LSM 510 META, Carl Zeiss, Gottingen, Germany).



2.2.9 Estudios de inmunolocalizacion de HSFn-488 y autofagosomas.

Con la intencion de poder determinar inmunocolocalizacion entre HSFn-488 y
compartimentos autofagicos se realizd inmunocitoquimica dirigida contra el marcador de
autofagosomas LC3. Cultivos celulares crecidos a confluencia sobre insertos bicamerales
fueron incubados con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C. Luego las células fueron
lavadas con PBS, fijadas con 4 % paraformaldehido, permeabilizadas con 0,5 % Triton X-
100 en PBS Ca/Mg por 10 min y fueron bloqueadas con 5 % BSA, 20 % SFB y 5 mM
EDTA por 1 h, con posterior incubacién con anticuerpo monoclonal primario anti LC3
(dilucion 1:300). Las células fueron incubadas con anticuerpo secundario |gG de cabra
anti-raton conjugado a Alexa 546 (dilucion 1:400) por 2 h a temperatura ambiente,
montadas y analizadas mediante microscopia confocal (LSM 510 META, Carl Zeiss,

Gottingen, Germany).
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2.2.10 Estudios de inmunolocalizacion de HSFn-488 y lisosomas.

Con el fin de poder determinar inmunocolocalizacion entre HSFn-488 vy
compartimentos lisosomales se realizd inmunocitoquimica dirigida contra el marcador de
membrana lisosomal LAMP1. Células crecidas a confluencia sobre insertos bicamerales
fueron incubadas con 30 nM HSFn-488 durante 20 min a 37 °C. A continuacion las células
se lavaron con PBS, se fijaron con 4 % paraformaldehido, permeabilizadas con 0,5 %
Triton X-100 en PBS Ca/Mg por 10 min y fueron bloqueadas con 5 % BSA, 20 % SFBy 5
mM EDTA por 1 h, y posteriormente fueron incubadas con anticuerpo monoclonal primario
anti LAMP1 (dilucion 1:300). Luego las células fueron incubadas con anticuerpo
secundario lgG de cabra anti-raton conjugado a Alexa 546 (dilucion 1:400) por 2 h a
temperatura ambiente, montadas y analizadas mediante microscopia confocal (LSM 510

META, Carl Zeiss, Gottingen, Germany).
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2.2.11 Analisis de Imagenes adquiridas por Microscopia confocal.

Las imagenes adquiridas por microscopia confocal fueron sometidas a procesos
de deconvolucion de imagenes, mediante los cuales las imagenes son procesadas a nivel
de sus intensidades de fluorescencia, eliminando parte de sefales superpuestas
(desenfoques) y ruidosas (propias del instrumento, sonda en estudio y ambiente) de
fluorescencia, logrando obtener una imagen mas representativa de la imagen real. Este
proceso fue realizado a traves de la utilizacion del programa Huygens 3.0 (dispuesto
amablemente por el Dr. Stefen Hartel, Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Las
muestras fueron analizadas por microscopia confocal, realizando cortes opticos en el eje
Z de 0,3 pm cada uno, con posterior deconvolucién de cada corte optico. Las imagenes
mostradas en cada una de las figuras, corresponden a imagenes focales representativas

para cada uno de las diferentes fluorescencias y condiciones analizadas.

Los analisis de perfiles de intensidades de fluorescencia fueron realizados con el
programa LSM del microscopio confocal, realizando 4 analisis independientes de perfiles
de intensidades de fluorescencia, sobre distintas zonas dentro de la imagen.
Posteriormente se realizd la cuantificacion de las intensidades de fluorescencias relativas
para cada canal (rojo y verde), y finalmente los valores fueron normalizados. En cada una
de las figuras se muestran imagenes representativas para cada uno de estos analisis de

cuantificacion de fluorescencia.



2.2.12 Microscopia Electronica.

Células Caco-2 crecidas sobre insertos bicamerales fueron incubadas con 30 nM
HSFn a 37 °C por 30 min, lavadas por 30 min en medio DMEM vy posteriormente fijadas
con 50 % fijador Karnovsky por 30 min. Luego se post-fijaron con tetroxido de Osmio
(0,0s) reducido al 1 %, seguido de una deshidratacidn con bateria de alcoholes (etanol
30, 50,70 ,80 ,90 ,95 ,97 y 100 %). El alcohol residual fue retirado mediante suaves
lavados con resina Epon 812 e inmediatamente las muestras fueron embebidas en esta
misma resina, dejando polimerizar a 62 °C durante 48 h. Se realizaron cortes finos de las
muestras de 60 nm aproximadamente, y a continuacion fueron contrastados por 40 min en

acetato de uranilo y en citrato de plomo por 3 min.

2.2.13 Observacion y Fotografiado en TEM.

Las muestras tratadas para MET fueron inspeccionadas en un Microscopio
electronico de transmision JOEL, modelo JEM SX100, trabajando a 80 kV de aceleracion.
Las fotografias se obtuvieron a partir de peliclulas de revelado expuestas en forma
automatica en el microscopio. Los negativos fueron revelados siguiendo procedimientos

habituales para fotografia en blanco y negro.



3. RESULTADOS

3.1 Determinacion de la presencia de ferritina exdogena en vesiculas
endociticas cubiertas por clatrina.

Con el prop6sito de evaluar si Fn exdgena ingresa a la célula apicaimente a través
de vesiculas cubiertas por clatrina, se realizé inmunocitoquimica utilizando HSFn marcada
con AlexaFluor 488 y anticuerpo anti-clatrina detectado con anti-lgG marcado con
AlexaFluor 546. Las células se incubaron por el dominio apical con 30 nM HSFn-
AlexaFluor 488 (HSFn-488) por 1 h a 4 °C, para permitir visualizacion de posibles
compartimentos de colocalizacion. Las muestras se analizaron mediante microscopia
confocal, y las imagenes obtenidas fueron analizadas por medio de la funcion de
cuantificacion, utilizando el programa LSM del microscopio confocal, que permite
determinar la existencia de correlacion entre el patron de intensidades relativas de las
sefiales de fluorescencia en estudio. Con este analisis se pudo observar que,
predominantemente en multiples regiones membranosas, la sefial de fluorescencia
correspondiente a HSFn-488 se correlaciona con la presencia de la sefial de clatrina. La
incubacion a 4 °C mostrd posibles puntos de colocalizacion en variadas zonas
membranosas (Figura 4a). La ampliacion en tamafio de una de estas zonas con posible
colocalizacion, permitié evaluar con mayor facilidad la existencia de pixeles de coloracion
amarilla, indicando que esa regidon posee fluorescencia roja y verde (Figura 4a, ampliacion
de zona delimitada). La figura 4b muestra la existencia de por lo menos 6 regiones (barras
en azul), en donde las intensidades de fluorescencia son coincidentes para ambas
sefiales de fluorescencia, una evidencia de su posible colocalizacion, en donde se puede
observar la presencia de intensidades de fluorescencia coincidentes para ambas sefales
(bajo la linea trazada sobre la imagen), distribuidas tanto en regiones membranosas como

también en regiones cercanas a la membrana celular (Figura 4b).
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Figura 4. Inmunocolocalizacion de HSFn-488 con vesiculas cubiertas por clatrina en
células incubadas a 4 °C. Células Caco-2 se incubaron por el dominio apical con 30 nM HSFn-
488 por 1 h a 4 °C. Posteriormente se fijaron y la presencia de clafrina se determiné con anticuerpo
contra clatrina detectado con anti-lgG marcado con AlexaFluor 546. (a) Corte 6ptico del dominio
apical mostrando fluorescencia de clatrina (rojo) y de HSFn-488 (verde). El panel inferior izquierdo
muestra la sobreposicion de las sefales roja y verde. El panel inferior dereche muesira una
ampliacion del recuadro mostrado en la imagen de sobreposicion. (b) Representacion grafica
(recuadro derecho) de las intensidades relativas de fluorescencia (eje Y) de la seial verde (HSFn-
488) y roja (clatrina) versus distancia (eje X) de un segmento determinado por una linea blanca
trazada sobre la imagen (recuadro izquierdo), en el cual se indican regiones de colocalizacion
(barras en azul). imagen representativa de 4 andlisis independientes de perfiles de intensidades de

fluorescencia, realizados sobre distintas zonas dentro de la imagen.



Posteriormente se realizé un experimento similar, pero en esta oportunidad las
celulas fueron incubadas a 37 °C con HSFn-488 con el fin de evitar posibles problemas de
difusion disminuida que podrian ocurrir a 4 °C (Figura 5). Nuevamente, el experimento
mostro la presencia de pixeles amarillos con una distribucion predominante en la regiones
membranosas, sefalando posible colocalizacion entre HSFn-488 vy clatrina, (Figura 5a,
ampliacion de zona delimitada). También fue posible observar coincidencia de picos de
intensidades de fluorescencia relativas roja y verde (al menos 4 eventos de coincidencia
de fluorescencia para ambas sefales, barras en azul), distribuidos principalmente en
regiones membranosas, como también en regiones cercanas a la membrana celular
(Figura 5b), sugiriendo que ambas moléculas estarian compartiendo una localizacion

subcelular.

El conjunto de estas evidencias sugieren que HSFn-488 estd interactuando
apicalmente con clatrina, sefalando que el inicio del proceso endocitico de Fn exogena

estaria mediado por vesiculas cubiertas por clatrina.
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Figura 5. Inmunocolocalizacion de HSFn-488 con vesiculas cubiertas por clatrina en
células incubadas a 37 °C. Células Caco-2 se incubaron por el dominio apical con 30 nM HSFn-
488 por 20 min a 37 °C. Posteriormente se fijaron y la presencia de clatrina se determin6 con
anticuerpo contra clatrina detectado con anti-lIgG marcado con AlexaFluor 546. (a) Corte 6ptico del
dominio apical mostrando fluorescencia de clatrina (rojo) y de HSFn-488 (verde). El panel inferior
izquierdo muestra la sobreposicion de las sefiales roja y verde. El panel inferior derecho muestra
una ampliacién del recuadro mostrado en la imagen de sobreposicion. (b) Representacion gréfica
(recuadro derecho) de las intensidades relativas de fluorescencia (eje Y) de la sefal verde (HSFn-
488) y roja (clatrina) versus distancia (eje X) de un segmento determinado por una linea blanca
trazada sobre la imagen (recuadro izquierdo), en el cual se indican regiones de colocalizacion
(barras en azul). Imagen representativa de 4 analisis independientes de perfiles de intensidades de

fluorescencia, realizados sobre distintas zonas dentro de la imagen.
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A nivel de microscopia electrénica de transmisién (MET) se logré identificar la
sefal caracteristica de HSFn. Fn, al ser electrén-densa (propiedad adquirida por su alto
contenido de Fe) tiene la capacidad de reflejar el haz incidente de electrones, adquiriendo
una sefal caracteristica con un didametro entre 9 y 12 nm (Harrison y Arisio, 1996).
Aprovechando la propiedad que tiene esta proteina, capacidad de almacenar alrededor de
4500 atomos de Fe, se pudo observar la existencia de particulas electron-densas con un
diametro aproximado de 15 nm (Figura 6a). La ausencia de esta sefal se evidencia en
células controles, las cuales no son tratadas con estimulos de HSFn (Figura 6b), y en
donde es posible observar el dominio apical de una célula Caco-2, con sus

microvellosidades apicales y compartimentos vesiculares y citoplasmaticos.

(a)

Figura 6. Microfotografia electrénica de ferritina exégena y una monocapa de células
Caco-2. (a) Sefal caracteristica (granulos dentro de circulos rojos) de Fn exégena (HSFn). (b)

Células Caco-2 controles, denotando una region del dominio apical. M: mitocondria.
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La posibilidad de colocalizacién entre Fn exégena y clatrina fue mayormente
explorada mediante MET. A través de esta metodologia, se logré determinar claramente
la estructura del dominio apical de una células Caco-2, y formacién de invaginaciones
apicales cubiertas por clatrina (Shurety y cols., 1996; Smith y cols., 2007; Torgersen y
cols., 2001), en cuyo interior existen sefiales electron-densas caracteristicas de HSFn,
distinguibles de la sefial electron-densa de la cubierta de clatrina que forma la

invaginacién (Figura 7, ampliacion de zona delimitada).

Figura 7. Invaginacién cubierta por clatrina. La imagen exhibe region del dominio apical
de una célula Caco-2, mosirando una zona apical con invaginacién cubierta por clatrina
(microfotografia izquierda). Sefal caracteristica de HSFn (flechas rojas) al interior de una
invaginacion cubierta por clatrina en la membrana apical (ampliacién de zona apical, recuadro

derecho).
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A través de MET, se pudo también observar la presencia de particulas con
densidad y tamafios caracteristicos de Fn exégena (HSFn), al interior de una vesicula
apical cubierta por clatrina en etapas finales de formacién, como se muestra en la figura 8
(ampliacion de zona delimitada). Este tipo de vesiculas cubiertas por clatrina han sido
anteriormente descritas en la misma linea celular utilizada en esta tesis (Shurety y cols.,
1996) y adicionalmente en otros tipos celulares (Smith y cols., 2007; Torgersen y cols.,

2001).

Figura 8. Determinacién de presencia de ferritina exégena en vesicula cubierta por

clatrina. Region del dominio apical de una célula Caco-2 exhibiendo zona apical con invaginacion
cubierta por clatrina (microfotografia izquierda). Se observa sefal caracteristica de HSFn (flechas
rojas) al interior de una vesicula cubierta por clatrina que esta finalizando su proceso de formacion

desde la membrana apical (ampliacion de zona apical, recuadro derecho).
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La integracién de los resultados de inmunofluorescencia y de MET, sugiere que el
proceso de endocitosis apical de Fn exogena por células Caco-2 involucra la participacion

de invaginaciones y vesiculas cubiertas por clatrina.

3.2 Determinacion de la presencia de ferritina exogena en endosoma

temprano o de seleccionamiento.

A modo de poder determinar la posible destinacion de Fn a compartimentos
endosomales tempranos se realizé inmunocitoquimica utilizando HSFn-488. Las células
incubadas con 30 nM HSFn-488 durante 20 min a 37 °C fueron fijadas e incubadas con
anticuerpo anti-EEA1. Las muestras se analizaron mediante microscopia confocal, y las
imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa LSM del microscopio confocal. La
marca tanto de EEA1 como de HSFn-488 se encontraron preferentemente en el
citoplasma periferico (Figura 9a). La amplificacion de una regiéon especifica de la
monocapa mostrd la presencia de pixeles con tonicidad amarilla en regiones granulares
(Figura 9a, ampliacion de zona delimitada). El analisis de intensidades de fluorescencia
muestra el trazo de una linea representativa comenzando desde un punto con solo la
sefial de fluorescencia del canal rojo (EEA1), observando una alta intensidad de
fluorescencia roja, siguiendo a traves de puntos en donde se aprecia la existencia de
intensidades de fluorescencia coincidentes (al menos 4 eventos de coincidencia, barras
en azul) para ambas sefiales de fluorescencia (Figura 9b), denotando que la marca
correspondiente a HSFn-488 se correlaciona con la presencia de la sefal de EEA1. El
estudio de intensidades de fluorescencia (bajo la linea trazada sobre la imagen) indico la
presencia de picos de intensidades de fluorescencia coincidentes para ambas sefales de
fluorescencia, distribuidos predominantemente en regiones cercanas a la membrana

celular (Figura 9b).
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Esta coexistencia de ambas sefiales de intensidades de fluorescencia a la misma
distancia de la grafica se transforma en una evidencia de la posible colocalizacion de
ambas moléculas, sugiriendo que Fn exdgena una vez internalizada, a través de vesiculas
cubiertas por clatrina, seguiria su transito vesicular por medio de endosomas. Por otro
lado, se pudo identificar la presencia de pixeles amarillos con una distribucion granular
tanto a nivel de membrana como también en regiones periféricas de membrana celular
(Figura 9a, sobreposicion), sefialando que ambas moléculas estarian compartiendo una

localizacion subcelular.
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Figura 9. Inmunocolocalizacion de HSFn-488 con endosomas tempranos. Celulas
Caco-2 fueron incubadas por el dominio apical con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C.
Posteriormente se fijaron y la presencia de endosomas se determiné con anticuerpo anti-EEA1
detectado con anti-lgG marcado con AlexaFluor 546. (a) Corte dptico del dominio apical mostrando
fluorescencia de EEA1 (rojo) y de HSFn-488 (verde). El panel inferior izquierdo muestra la
sobreposicion de las sefiales roja y verde. El panel inferior derecho muestra una ampliacion del
recuadro mostrado en la imagen de sobreposicion. (b) Representacion grafica (recuadro derecho)
de las intensidades relativas de fluorescencia (eje Y) de la sefial verde (HSFn-488) y roja (EEA1)
versus distancia (eje X) de un segmento determinado por una linea blanca trazada sobre la imagen
(recuadro izquierdo), en el cual se indican regiones de colocalizacién (barras en azul). Imagen
representativa de 4 analisis independientes de perfiles de intensidades de fluorescencia, realizados

sobre distintas zonas dentro de la imagen.
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Paralelamente se evalud la presencia de HSFn en endosomas tempranos a traves
de MET (Figura 10). En estas microfotografias se puede evidenciar la presencia de una
sefal correspondiente a HSFn (segun forma y tamafio mostrado para HSFn en Fig. 6) en

endosomas que en su envoltura alin poseen clatrina (Figura 10b, ampliacion de zona 1).

En la figura 10a, se pueden evidenciar compartimentos endosomales, con un
diametro que varia entre los 100 y 200 nm, en el citoplasma perinuclear que sugieren la
existencia de un flujo vesicular desde la zona 1, hacia zona 2. Este flujo vesicular esta
constituido de compartimentos endosomales que en su interior presentan una senal
correspondiente a HSFn, de igual forma es posible denotar una sefal un poco mas difusa
y de mayor tamafo, la cual creemos que podrian corresponder a complejos
multimoleculares de HSFn. Adicionalmente se puede observar la presencia de
compartimentos multivesiculares en el dominio apical, con un diametro variable entre los
500 y 900 nm, y que contienen endosomas que en su interior presentan granulaciones

correspondientes a la sefial de HSFn (Figura 10b, ampliacién de zona 2).
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(b)

Figura 10. Determinacion de Ia presencia de ferritina exégena en endosomas del
citoplasma periférico. (a) La imagen exhibe regién perinuclear de una célula Caco-2 presentando
una serie de vesiculas endociticas (microfotografia superior) que en su interior presentan
granulacion correspondiente a sefal caracteristica de HSFn (flechas rojas) y complejos
moleculares de HSFn (ampliacién zona 1 y 2, recuadros inferiores). (b) Region del dominio apical
de ceélula Caco-2, exhibiendo compartimentos multivesiculares (microfotografia izquierda). Se
aprecia sefial caracteristica de HSFn (flechas rojas) al interior de vesicula cubierta por clatrina
{ampliacion zona 1, recuadro derecho). Cuerpo mutivesicular con vesiculas internas conteniendo

sefial caracteristica (flechas rojas) de HSFn (ampliacion zona 2, recuadro derecho).
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3.3 Determinacion de la presencia de ferritina exégena en compartimentos

autofagicos.

La determinacion de la presencia de Fn exogena en compartimentos autofagicos
se evaluo a través de inmunofluorescencia utilizando HSFn marcada con AlexaFluor 488
(HSFn-488) y el marcador molecular de superficie de autofagosomas LC3. Esta proteina
se encuentra asociada a la membrana de este compartimiento hasta el momento en que

el autofagosoma se fusiona con el compartimiento lisosomal (Mizushima, 2004).

La colocalizacion entre HSFn-488 y LC3 se evalud bajo condiciones
experimentales normales y condiciones que modifican la actividad autofagica o lisosomal.
Estas fueron: i) condicion estandar, ii) condicion de deplecidon de suero, iii) condicion de

inhibiciéon de la autofagocitosis y iv) condicion de inhibicién de la actividad lisosomal.

3.3.1 Condicion de cultivo estandar.

La colocalizacion entre HSFn-488 y LC3 se determind en células Caco-2
mantenidas en medio de cultivo con 10 % suero (condicién normal de cultivo), esta
condicion es equivalente a poseer una concentracion aproximada de 5 uM de Fe (Figura
11). Bajo estas condiciones, se encontrd una significativa coincidencia espacial de
fluorescencia verde (HSFn-488) y fluorescencia roja (LC3) en dominios citoplasmaticos.
Mediante un aumento de una zona en particular se pudo identificar la presencia de pixeles
amarillos, sugerentes de que ambas moléculas comparten una localizacion subcelular

(Figura 11a, ampliacion de zona delimitada).



El analisis de los patrones de intensidades relativas de fluorescencia a lo largo de
la linea trazada sobre la imagen, mostré regiones en los que coinciden picos de
intensidad de fluorescencia para ambas sefiales (por lo menos 4 eventos de coincidencia
de fluorescencia para ambas senales, barras en azul) como también regiones en los que
predomina la sefial de LC3 (Figura 11b). La distribucion de estas intensidades de
fluorescencia coincidentes fue observada principalmente en regiones del citoplasma
periférico de las células involucradas en este analisis (regiones de células bajo la linea

trazada sobre la imagen).
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Figura 11. Inmunocolocalizacién de HSFn-488 con compartimentos autofigicos en
células cultivadas bajo condiciones estandar. Células Caco-2 cultivadas en medio de cultivo
con 10 % suero fueron incubadas por el dominio apical con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C.
Posteriormente se fijaron y la presencia de autofagosomas se determiné con anticuerpo anti-LC3
detectado con anti-lgG marcado con AlexaFluor 546. (a) Corte dptico mostrando fluorescencia de
LC3 (rojo) y de HSFn-488 (verde). E! panel inferior izquierdo muestra la sobreposicion de las
sefiales roja y verde. El panel inferior derecho muestra una ampliacion del recuadro mostrado en la
imagen de sobreposicion. (b) Representacion grafica (recuadro derecho) de las intensidades
relativas de fluorescencia (eje Y) de la sefal verde (HSFn-488) y roja (LC3) versus distancia (eje X)
de un segmento determinado por una linea blanca trazada dentro de la imagen (recuadro
izquierdo), en el cual se indican regiones de colocalizacién (barras en azul). Imagen representativa
de 4 analisis independientes de perfiles de intensidades de fluorescencia, realizados sobre

distintas zonas sobre la imagen.
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3.3.2 Condicidn de deplecion de suero.

lara lograr una condicion de hambruna celular, en la que la autofagocitosis esta
aumentada (Mortimore y Pdso, 1987), las células Caco-2 se mantuvieron con medio de
cultivo sin suero por 8 h. Posteriormente, tras un pulso con HSFn-488, se evaluo la

colocalizacion de las sefiales fluorescentes de LC3 y HSFn-488 (Figura 12).

El analisis de los patrones de intensidades relativas de fluorescencia nos mostré
un mayor grado de intensidad del canal rojo (marcador LC3), esto debido a que en medio
sin suero se estimula la expresion de LC3 y la formacion de autofagosomas (Figura 12).
La condicibn de privacion de nutrientes indujo un aumento en la intensidad de
fluorescencia del marcador de autofagosomas (LC3), y aumento su redistribucién por todo
el area celular. La marca de LC3 se encontré ampliamente distribuida en el citoplasma en
tanto que la marca de HSFn-488 estuvo mas circunscrita al citoplasma periférico (Figura
12a). Se observaron multiples zonas que presentan pixeles amarillos, con distribucion
predominantemente citoplasmatica, sugiriendo que ambas moléculas comparten una
localizacion subcelular (Figura 12a, ampliacion de zona delimitada), El analisis de los
patrones de intensidades relativas de fluorescencia a lo largo de la linea trazada sobre la
imagen, mostro regiones en los que se aprecia coincidencia de picos de fluorescencia
para ambas senales (al menos 6 eventos de coincidencia de fluorescencia de ambas
sefales, barras en azul), insinuando la posible colocalizacién de ambas moléculas (Figura

12b).
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Figura 12. Inmunocolocalizacion de HSFn-488 con compartimentos autofiagicos en
células cultivadas en condiciones de privacién de nutrientes. Células Caco-2 cultivadas en
medio de cultivo sin suero por 6 h, fueron incubadas por el dominio apical con 30 nM HSFn-488 por
20 min a 37 °C. Posteriormente se fijaron y la presencia de autofagosomas se determind con
anticuerpo anti-LC3 detectado con anti-lgG marcado con AlexaFluor 546. (a) Corte 6ptico
mostrando fluorescencia de LC3 (rojo) y de HSFn-488 (verde). El panel inferior izquierdo muestra
la sobreposicion de las sefiales roja y verde. El panel inferior derecho muestra una ampliacion del
recuadro mostrado en la imagen de sobreposicion. (b) Representacion grafica (recuadro derecho)
de las intensidades relativas de fluorescencia (eje Y) de la sefial verde (HSFn-488) y roja (LC3)
versus distancia (eje X) de un segmento determinado por una linea blanca trazada sobre la imagen
(recuadro izquierdo), en el cual se indican regiones de colocalizacion (barras en azul). Imagen
representativa de 4 andlisis independientes de perfiles de intensidades de fluorescencia, realizados

sobre distintas zonas dentro de la imagen.



3.3.3 Condicion de inhibicion de la autofagocitosis.

Células Caco-2 fueron tratadas con 10 mM de 3-metiladenina (3-MeA) por 90 min,
con el fin de poder inhibir la formacién y presencia de autofagosomas (Senglen y Gordon,
1982). En estas condiciones, se observo una menor intensidad de la fluorescencia debida
a LC3 (Figura 13a), posiblemente debido a que 3-MeA inhibe la expresién de LC3 y la
formacion de autofagosomas. A pesar de esta disminucion en el nivel de intensidad de
fluorescencia para LC3, se pudo observar nuevamente zonas en donde coexisten ambas
sefales de fluorescencia. Al igual que en la condicion normal de cultivo, se identifico la
presencia de pixeles amarillos, aunque en una menor proporcioén a la condicion control,
sugiriendo que ambas moléculas estarian compartiendo una misma localizacion

subcelular (Figura 13a, ampliacién de zona delimitada).

A nivel de analisis de los patrones de intensidades relativas de fluorescencia a lo
largo de la linea trazada sobre la imagen, se pudo observar la presencia de regiones con
intensidades de fluorescencia coincidentes (por lo menos 3 eventos de coincidencia de
fluorescencia, barras en azul) para ambas sefiales (Figura 13b). Estas regiones
disminuyeron en su frecuencia e intensidad respecto a las condiciones controles (10 %
suero) y privacion de nutrientes (medio sin suero), dado a la presencia de 3-MeA en el
medio de cultivo. La presencia de este inhibidor redujo la distribucion y el nivel de

intensidad de fluorescencia del marcador de autofagosomas (LC3).
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Figura 13. Inmunocolocalizacién de HSFn-488 con compartimentos autofagicos en
células cultivadas bajo condicién de inhibicion de la autofagocitosis. Células Caco-2
estimuladas por 90 min con 10 mM de inhibidor de complejos autofagicos 3-MeA fueron incubadas
por el dominio apical con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C. Posteriormente se fijaron y la
presencia de autofagosomas se determiné con anticuerpo anti-LC3 detectado con anti-lgG
marcado con AlexaFluor 546. {a) Corte 6ptico mostrando fluorescencia de LC3 (rojo) y de HSFn-
488 (verde). El panel inferior izquierdo muestra la sobreposicién de las sefales roja y verde. El
panel inferior derecho muestra una ampliacion del recuadro mostradc en la imagen de
sobreposicion. (b) Representaciéon grafica (recuadro derecho) de las intensidades relativas de
fluorescencia (eje Y) de la sefal verde (HSFn-488) y roja (LC3) versus distancia (eje X) de un
segmento determinado por una linea blanca trazada sobre la imagen (recuadro izquierdo), en el
cual se indican regiones de colocalizacién (barras en azul). Imagen representativa de 4 analisis
independientes de perfiles de intensidades de fluorescencia, realizados sobre distintas zonas

dentro de la imagen.



3.3.4 Condicion de inhibicion de la actividad lisosomal.

Células Caco-2 fueron tratadas con 100 uM de cloroquina por 90 min, con el fin de
inhibir la actividad lisosomal. En estas condiciones, se observé un mayor grado de
intensidad de la fluorescencia de HSFn-488 (Figura 14a), posiblemente debido a que el
tratamiento con cloroquina impidié6 que HSFn-488 fuese degrada. La ampliacion en
tamano de una region especifica muestra un aumento en el nimero de pixeles amarillos
(Figura 14a, ampliacion de zona delimitada), en comparacion a la condicion control (10 %
suero), sugiriendo que tanto moléculas HSFn-488 como las moléculas marcadores LC3
estarian compartiendo una misma localizacién subcelular. El analisis de las intensidades
relativas de fluorescencia través de la linea trazada mostré un aumento del nimero de
regiones celulares con intensidades de fluorescencia coincidentes para ambas sefiales de
fluorescencia (al menos 5 eventos de coincidencia de fluorescencia para ambas sefiales,
barras en azul), este aumento se podria deber dado que al inhibir la actividad lisosomal se
impide la degradacion de HSFn-488, aumentando las interacciones del marcador de
autofagosomas LC3, y de esta manera aumentan las intensidades de fluorescencia

coincidentes para ambas sefales (Figura 14b).
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Figura 14. Inmunocolocalizacién de HSFn-488 con compartimentos autofagicos bajo
condicién de inhibicién de la actividad lisosomal. Células Caco-2 estimuladas por 90 min con
100 uM de inhibidor de la actividad lisosomal (cloroquina) fueron incubadas por el dominio apical
con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C. Posteriormente se fijaron y la presencia de
autofagosomas se determind con anticuerpo anti-LC3 detectado con anti-lgG marcado con
AlexaFluor 546. (a) Corte optico mostrando fluorescencia de LC3 (rojo) y de HSFn-488 (verde). El
panel inferior izquierde muestra la sobreposicion de las sefales roja y verde. El panel inferior
derecho muestra una ampliaciéon del recuadro mostrado en la imagen de sobreposicion. (b)
Representacion grafica (recuadro derecho) de las intensidades relativas de fluorescencia (gje Y) de
la sefial verde (HSFn-488) y roja (LC3) versus distancia (eje X) de un segmento determinado por
una linea blanca trazada sobre la imagen (recuadro izquierdo), en el cual se indican regiones de
colocalizacion (barras en azul). Imagen representativa de 4 analisis independientes de perfiles de

intensidades de fluorescencia, realizados sobre distintas zonas dentro de la imagen.
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Los resultados de inhibiciébn de la actividad lisosomal con cloroquina fueron
correlacionados con observaciones a nivel de microscopia electronica de transmision, en
donde las células fueron incubadas con HSFn. De las imagenes obtenidas, se puede
observar la presencia de compartimentos de doble membrana similares al descrito en la
literatura y que son senalados como autofagosomas (Figura 15) (Stromhaug y cols.,
1998). Estas imagenes muestran la presencia de compartimentos de doble membrana
(autofagosomas) distribuidos en el dominio apical (Figura 15a), con un diametro que varia
entre los 200 y 450 nm, y que en su interior presentan una sefal similar a HSFn (Figura
15a, ampliacion de zona 1 y 2) y adicionalmente una sefal un poco mas difusa y de
mayor tamafio (Figura 15a, ampliacion de zona 2), correspondiente tal vez a la sefial de
HSFn formado complejos moleculares (Figura 15a, ampliacion de zona 2 y 3).
Adicionalmente es posible observar la presencia de autofagosomas en regiones
perinucleares (Figura 15b), con un diametro aproximado de 220 nm, y que en su interior
presenta senales electron-densas correspondientes con el diametro de HSFn (Figura 15b,

ampliacion de zona 2).
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(b)

Figura 15. Determinacién de la presencia de ferritina exégena en putativos
compartimentos autofagicos. (a) Imagen de una regiéon del dominio apical de célula Caco-2,
exhibiendo compartimentos de doble membrana, posiblemente autofagosomas (microfotografia
superior), presentando sefal caracteristica de HSFn (flechas rojas), y complejos moleculares de
HSFn al interior de compartimentos de doble membrana (ampliacién zona 1 y 2, recuadros
inferiores). (b) Imagen mostrando regién apical y perinuclear de una célula Caco-2, exhibiendo un
compartimento autofagico en region perinuclear (microfotografia izquierda), el cual presenta sefal
caracteristica de HSFn (flechas rojas), y complejos moleculares de HSFn en su interior (ampliacion
zona 1, recuadro derecho). N: Niicleo; TJ: Uniones estrechas.
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3.4 Determinacién de ferritina exdgena en compartimentos lisosomales.

Con el fin de poder comprobar la presencia de Fn exdgena en compartimentos
lisosomales, se realizd inmunocitoquimica utilizando HSFn-488 y el marcador lisosomal
LAMP1 (proteina asociada a membrana lisosomal 1). Las células incubadas con 30 nM
HSFn-488 durante 20 min a 37 °C, fueron fijadas e incubadas con anticuerpo anti-LAMP1.
Las muestras fueron examinadas a través de microscopia confocal y las imagenes
obtenidas se analizaron con el programa LSM del microscopio confocal. LAMP1 mostro
una distribucion a través de todo el citoplasma, en tanto que, como en oiras
observaciones, la fluorescencia de HSFn-488 fue mas acentuada en el citoplasma
periférico. La sobreposicidn de fluorescencias mostrd regiones granulares con pixeles de
tonicidad amarilla (Figura 16a), este hecho es mas evidente al realizar un aumento de una
region especifica dentro de la imagen de sobreposicion (Figura 16a, ampliacion de zona

delimitada).

El analisis de los perfiles de intensidades de fluorescencia mostrd regiones con
alta intensidad de fluorescencia roja (LAMP1), sequida de regiones en donde coexisten
ambas senfales de fluorescencia (por lo menos 4 eventos de coincidencia de fluorescencia
para ambas sehales, barras en azul), lograndose apreciar regiones con intensidades altas
de fluorescencia que son coincidentes para ambas sefales de fluorescencia (Figura 16b),

sefalando que ambas moléculas comparten una localizacion subcelular.
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Figura 16. Inmunocolocalizacién de HSFn-488 con compartimentos lisosomales.
~élulas Caco-2 fueron incubadas por el dominio apical con 30 nM HSFn-488 por 20 min a 37 °C.
Posteriormente se fijaron y la presencia de lisosomas se determindé con anticuerpo anti-LAMP1
letectado con anti-lgG marcado con AlexaFluor 546. (a) Corte optico mostrando fluorescencia de
_AMP1 (rojo) y de HSFn-488 (verde). El panel inferior izquierdo muestra la sobreposicion de las
sefiales roja y verde. El panel inferior derecho muestra una ampliaciéon del recuadro mostrado en la
magen de sobreposicién. (b) Representacion grafica (recuadro derecho) de las intensidades
elativas de fluorescencia (eje Y) de la sefal verde (HSFn-488) y roja (LAMP1) versus distancia
eje X) de un segmento determinado por una linea blanca trazada sobre la imagen (recuadro
zquierdo), en el cual se indican regiones de colocalizaciéon (barras en azul). Imagen representativa
e 4 andlisis independientes de perfiles de intensidades de fluorescencia, realizados sobre

listintas zonas sobre la imagen.



De manera complementaria, la determinacion de la presencia de HSFn en
compartimentos lisosomales fue evaluada a través de MET (Figura 17). Se observé HSFn
en cuerpos multivesiculares de membrana simple, del tamafio reportado para lisosomas
positivos para fosfatasa acida (Vincent y Spicer, 1981). En estos cuerpos (con un
diametro aproximado de 400 nm), ya no fue posible observar moléculas de HSFn
aisladas, sino que se logré observar cuerpos conteniendo vesiculas que en su interior
presentan una gran cantidad de material electron-denso un poco mas difuso, que
posiblemente corresponda a moléculas de HSFn parcialmente degradas por hidrolasas
presentes en el compartimento degradativo, y cuyo material electron-denso (nucleo de Fe
mineralizado) contenido en ellas es liberado al lumen de las vesiculas presentes en el

compartimento multivesicular. (Figura 17, ampliacién de zona 1).
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Figura 17. Determinaciéon de la presencia de ferritina exdégena en putativos

compartimentos lisosomales. Region citoplasmatica de una célula Caco-2, exhibiendo
compartimentos multivesiculares, los cuales presentan cuerpos electron-densos en su interior
(microfotografia izquierda), correspondientes posiblemente a complejos de HSFn (flechas rojas)

degradados (ampliacidén zona 1, recuadro derecho).



4. DISCUSION

Los resultados mostrados en la presente tesis caracterizaron en células Caco-2
compartimentos intracelulares en los que se encuentra Fn exogena, adicionada
externamente desde el medio apical. Anteriormente habiamos encontrado que la
internalizacion de SBFn a través de endocitosis apical en enterocitos es un mecanismo de
absorcién de Fe extremadamente eficiente, debido a la gran cantidad de Fe presente en

la moleculas de SBFn internalizada (San Martin y cols., 2008).

La internalizacién de Fn animal ha sido observada en hepatocitos (Adams y cols.,
1988; 1990), lipocitos (Ramm y cols., 1994), precursores eritroides (Gelvan y cols., 1996),
cerebro de raton (Hulet y cols.,, 1999), y membrana placental, en donde juega un
importante rol en el transporte de Fe materno-fetal. (Liao y cals., 2001). El hallazgo de que
una proteina de dominio mucina y dominio de inmunoglobulina 2 (TIM2) en rifién e higado
es un receptor especifico para Fn-H enddégena en ratébn (Chen y cols.,, 2005),
complementa estudios anteriores sobre sitios de superficie celular saturables que son
participes en la internalizacion de Fn. Adicionalmente, se sugiere la reabsorcion de Fe en
el intestino desde Fn endogena liberada durante el recambio de enterocitos (Hunt y
Roughead, 1999) puede depender de interacciones entre la superficie celular y Fn. La
regulacion de la internalizacion de Fn por el estatus de Fe celular ha sido observada para
algunos tipos celulares tales como precursores eritroides y células en las
microvellosidades de la placenta (Gelvan y cols., 1996; Liao y cols., 2001). Sin embargo,
esta regulacion por Fe parece estar ausente en hepatocitos (Adams, 1990), posiblemente

dado al rol especializado hepatocitos en almacenar un exceso de Fe.



La determinacién de la presencia de HSFn en vesiculas cubiertas por clatrina fue
evaluada a traves de microscopia confocal, en donde se encontraron dominios
membranosos en los que la fluorescencia de HSFn-488 coincidid con la de clatrina,
indicando una posible colocalizacion de ambas proteinas tanto en incubaciones a 4 como
a 37 °C (Figuras 4b y 5b). Este fendémeno fue mas intenso en células incubadas a 4 °C
con HSFn-488. En estas circunstancias se detiene la internalizacion de HSFn-488, por lo
que aumenta el tiempo de interaccion entre HSFn-488 y las moléculas de clatrina que
conforman las invaginaciones. Las evidencias de colocalizacion de HSFn y clatrina fueron
corroboradas mediante MET, a través de la cual se pudo observar la formacion de
vesiculas cubiertas por clatrina que en su interior presentaron una aparente senal

correspondiente a HSFn. (Figuras 7 y 8).

La evidencia encontrada en esta tesis sobre colocalizacion HSFn-488/clatrina,
sugieren fuertemente que el proceso de endocitosis apical de Fn exbégena se realiza a
través de invaginaciones cubiertas por clatrina Esta observacidn complementa
investigaciones recientes en nuestro laboratorio demostrando la dependencia de la
endocitosis de SBFn de la presencia de p2, un componente del complejo adaptador AP2
(San Martin y cols., 2008). Dado que la endocitosis mediada por clatrina es dependiente
de receptores de membrana, nuestros hallazgos apoyan indirectamente la idea de que Fn

posee un receptor especifico en la superficie de los enterocitos absortivos.



Usando criterios de colocalizacién de coincidencia de intensidades de
fluorescencia, encontramos que HSFn-488 colocalizé con EEA1 (Mu y cols., 1995), un
marcador de endosoma temprano (Figura 9). Esta observacion presenté un correlato con
evidencia de MET en la que se encontré HSFn en compartimentos endosomaies cercanos
a la membrana plasmatica (Figura 10). El conjunto de estas observaciones
sugiere que en su proceso de internalizacion Fn exdgena lleva a cabo la ruta candnica de
la endocitosis mediada por clatrina, desde invaginaciones cubiertas por clatrina hacia

endosomas tempranos (Gruenberg y Maxfield, 1995).

La autofagia es un proceso por el cual las células degradan material citosolico
como organelos y ciertas proteinas citosdlicas (Majeski y Dice, 2004; Massey y cols.,
2004). En este proceso, los componentes citosolicos se secuestran en vesiculas de doble
membrana llamadas autofagosomas, los que se fusionan con lisosomas para formar un
autolisosoma (Gordon y Senglen, 1988). Interesantemente, se ha propuesto que el
recambio de Fn endoégena es mediado por autofagia (Hultcrantz y Glaumann, 1987; Kurz

y cols., 2007).

Experimentos preliminares de nuestro laboratorio, previos a los de esta tesis,
indicaron una posible incorporacién de Fn exdgena a autofagosomas. Esta observacion
dio lugar a la expectativa que, en su ruta degradativa, Fn exogena pasara por
compartimentos autofagicos previo a su destinacion a lisosomas. A modo de poder
comprobar esta idea, se evaludo la presencia de HSFn-488 en compartimentos
autofagicos, utilizando el marcador molecular LC3 (Mizushima, 2004). Se observaron

abundantes puntos de colocalizacion entre la sefnal de fluorescencia correspondiente a



HSFn-488 y la de LC3 (Figura 11). Adicionalmente se logrd determinar la presencia de

HSFn en compartimentos de doble membrana, posiblemente autofagosomas (Figura 15).

El grado de colocalizacion entre HSFn-488 y LC3 se vio ligeramente aumentado
condiciones de estimulacion de la autofagia por deplecién de suero (Figura 12) y
considerablemente aumentada en condicion de inhibicion de la actividad lisosomal (Figura
14), en tanto que la inhibicion de la autofagocitosis con 3-MeA disminuyé tanto la
intensidad y distribucion de fluorescencia de LC3 como su colocalizacion con HSFn-488
(Figura 13). Estas observaciones sugieren fuertemente que, en su ruta degradativa, Fn
exobgena ftransita por compartimentos autofagosomales. Esta es una observacion
importante, ya que a la fecha no existen antecedentes en enterocitos del paso de

proteinas exdgenas a través compartimientos autofagicos antes de ser degradadas.

Dado la presencia de Fn exbégena en autofagosomas, se penso en la posibilidad
de que la ruta degradativa fuese mediada a través de lisosomas. Los experimentos de
colocalizacion de Fn exodgena con el marcador molecular de membrana lisosomal
(LAMP1) (Figura 18) y la identificacion de agregados de Fn exdgena en compartimentos
multivesiculares (Figura 17) apoyan la nocidon de que la ultima etapa del transito

intracelular de Fn exégena puede ser un compartimiento lisosomal.

El aumento en la degradacion de Fn endogena por los lisosomas produce un
aumento del estrés oxidativo celular, posiblemente por la liberacion al citosol de Fe redox-
activo (Kurz y cols., 2007). En forma similar, observamos que la endocitosis de SBFn

indujo un aumento en el componente citosoélico de Fe labil (San Martin y cols., 2008).



Estas evidencias, y nuestros datos que muestran la presencia de Fn agregada
exogenamente en compartimentos lisosomales, indican que, después de la degradacion
lisosomal, el Fe presente en Fn exdgena esta disponible para las funciones celulares y, en
el caso especifico de las células intestinales, para transporte basolateral e incorporacion a

la circulacion sanguinea.

A inicios del siglo XXI, la deficiencia de Fe sigue siendo un problema de gran
importancia en la infancia asi como en mujeres menstruantes y embarazadas, donde la
frecuencia promedio de la deficiencia de Fe es estimada en 43 %, alcanzando 85 % en
algunas poblaciones (Kapur y cols., 2002). La deficiencia de Fe no solo afecta la salud en
general sino que también el desarrollo cognitivo (Savoie y Rioux, 2002.). Los regimenes
actuales de suplementos de Fe, algunos conocidos por siglos, pueden tener
consecuencias negativas y efectos colaterales derivados del dano oxidativo de la quimica
del Fe y el oxigeno (Casanueva y cols., 2003; Makrides y cols., 2003). Nuevas formas de
suplementacion de Fe son necesarias, particularmente para grupos vulnerables tales
como nifios y mujeres menstruantes y embarazadas (Beard y cols.,, 1996, 2000;
Casanueva y cols, 2003). Recientes estudios (Murray-Kolb y cols., 2003) confirma
estudios anteriores (Sayers y cols., 1973), sefialando que poroto de soya (y otros
alimentos ricos en Fn) tiene un potencial para ser un nuevo suplemento de Fe que
minimiza la deficiencia del Fe dietario. (Lynch y cols., 1985; Theil, 2003). La
suplementacion dietaria de Fe utilizando Fn puede entonces ser un procedimiento
alternativo a la suplementaciéon usando Fe inorganico. La absorcion de Fe mediante la
endocitosis de Fn es comparable en magnitud a los otros sistemas de absorcion intestinal

de Fe. Por ejemplo, la endocitosis de una molécula de SBFn conteniendo 450 atomos de



Fe daria una velocidad de incorporacion celular de 58 pmoles Fe/h/mg proteina (San
Martin y cols., 2008), un valor comparable a incorporaciones de 30 y 108 pmoles Fe/h/mg
proteina para Fe inorganico y Fe hémico en células Caco-2 (Arredondo y cols., 2001;

Mendiburo y cols, 2006).

En ponderacion, debemos indicar que la posibilidad de que in vivo Fn exdgena sea
absorbida intacta en el intestino, y no sea degradada por enzimas pancreaticas, es aun
incierta. Sin embargo, debido a que Fn es una proteina muy estable (Theil, 2003) y el Fe
de Fn puede ser absorbido desde SBFn en la presencia de fitatos, que inhiben la
absorcion de Fe inorganico (Murray-Kolb y cols., 2003), es posible pensar que el
mecanismo de absorcion de Fe ferritinico difiere de los usados para transportar complejos

de Fe inorganico.



5. CONCLUSIONES

Utilizando celulas Caco-2 crecidas en insertos bicamerales como modelo de
epitelio intestinal, en la presente tesis se describieron los compartimentos celulares por
los cuales Fn exdgena ftransita previo a su degradacion, lograndose determinar la
localizacion subcelular de Fn exdgena en compartimentos caracteristicos de la ruta
endocitica degradativa. Observamos que el proceso endocitico de Fn exdgena comienza
con su endocitosis apical mediante invaginaciones y vesiculas cubiertas por clatrina. Esta
observacion sugiere la existencia de un receptor especifico para Fn en la membrana
apical de celulas Caco-2. Proponemos que el transito vesicular de Fn exdgena continta
secuencialmente por compartimientos endosomales tempranos, compartimentos
autofagicos y finalmente compartimentos lisosomales. Sin embargo, una ruta directa
desde endosoma tempramo a lisosoma no puede ser descartada. La figura 17
esquematiza la posible ruta mediante la cual Fn exdgena es endocitada y finalmente

degradada por enterocitos.

En resumen, el proceso endocitico de Fn exogena evidenciado en esta tesis
aparece ser una forma de absorcion de Fe dietario diferente al sistema de absorcion de
Fe-hem y Fe inorganico. Este descubrimiento podria formar la base para una nueva
estrategia de suplementacion de Fe basada en la ingesta de preparados ricos en Fn.
Queda por definir si esta nueva ruta es regulada por los niveles de Fe celular, como es la
ruta de absorcion de Fe inorganico, o es una ruta constitutiva como parece ser la

absorcion intestinal de Fe-hem.
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Figura 18. Modelo propuesto para la endocitosis de Ferritina (Fn) exégena. Fn

exogena (bolas rojas) entra la célula del epitelio intestinal por endocitosis apical a través de
invaginaciones cubiertas por clatrina (1), transitando luego por compartimentos endosomales
apicales tempranos (EEA) (2) y alcanzando posteriormente el compartimiento lisosomal (3) en
donde es degradada y el Fe liberado. Paralelamente, el EEA, o un cuerpo multivesicular derivado
del EEA, se fusiona con un autofagosoma (5) formando un amfisoma (4) el que se fusiona
posteriormente con un lisosoma formando un autolisosoma (6). Finalmente, Fn exégena es
degrada en lisosomas secundarios (7). El Fe es transportado hacia el citosol en donde pasa a
formar parte del LIP (8). Desde el LIP el Fe es transportado hacia el medio basoclateral por el
transportador Ferroportina (9). LIP: componente citosélico de Fe labil. VCC: vesicula cubierta por

clatrina. EEA: endosoma apical temprano. DMT1: Transportador de metales divalentes.
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