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IX. RESUMEN
Hepcidina (Hepc) es un péptido catiénico de 25 aminoacidos, con una amplia
accién antibacteriana y antifingica. En mamiferos se expresa predominantemente
en el higado, desde donde es secretada a la sangre. Hepc ha sido postulada como
el “Regulador Central” de la homeostasis corporal del hierro (Fe). En este trabajo
caracterizamos el efecto de Hepc sobre la expresion de transportadores de Fe en
modelos de células intestinales. Con el objetivo de obtener un medio de cultivo
con una alfa actividad de Hepc, ésta fue clonada y sobre expresada en células
HepG2 (linea celular de hepatoma humano, en la cual Hepc es liberada al medio
extracelular). Posteriormente, células caco-2, modelo celular de intestino, fueron
expuestas a este medio condicionado rico en Hepc, produciéndose su
incorporacion. Hepc incorporada fue destinada a un compartimiento citoplasmatico
identificado como el reticulo endoplasmatico. El cultivo de células caco-2 o
duodeno de rata expuestos al medio condicionado, dio como resultado una fuerte
inhibicion en la incorporacion apical de Fe, sin efectos en su fransporte
basolateral. Consecuentemente, en células caco-2 los niveles de proteina y de
RNA mensajero de DMT-1, el transportador apical de Fe disminuy6, mientras que
el del fransportador baso-lateral ferroportina, no fueron modificados.
Adicionalmente, se estudio el efecto de Hepc en macrofagos. Se observo que en
macréfagos Hepc no modificd la expresion de DMT-1, en tanto que indujo una
disminucién temporal de los niveles de ferroportina. Sobre la base de estos
resultados, planteamos que el efecto de Hepc es célula-especifico. Los datos

apoyan un mecanismo en el cual, Hepc circulante secretada por el higado entra al




enterocito e inhibe la transcripcion de DMT-1, regulando de este modo la

incorporacion de Fe desde el lumen intestinal a la circulacién sanguinea.




Il. ABSTRACT

Hepcidin (Hepc) is a 25 amino acid cationic peptide with broad antibacterial and
antifungal actions. In mammals, Hepc is predominantly expressed in liver from
where it is secreted to the blood. Hepc has been postulated as the “store
regulator”, a putative factor that regulates body iron {(Fe) content. In this work, we
characterized the effects of Hepc on Fe absorption by intestinal cells. In order to
obtain a culture medium with high Hepc activity, human Hepc was cloned and over
expressed in HepG2 cells (cellular line of human hepatoma from Hepc is released
to the extracellular medium). Next, caco-2 cells were exposed to conditioned
medium rich in Hepc. Hepc was taken up and destined to the cytoplasmic
compartment identified as endoplasmic reticulum. Culture of caco-2 cells or rat
duodenal explants with Hepc enriched medium resulied in strong inhibition of
apical Fe uptake without apparent effects on the transfer of Fe from the cells fo the
basolateral fransport. Concurrently, the levels of DMT-1 protein and mRNA
decreased whereas the protein and mRNA levels of the basolateral Fe exit
transporter ferroportin did not change. Additionally, we studied the effects on the
Fe transporter in macrophages. We observed that Hepc did not alter DMT-1
expression while decreasing ferroportin protein levels. Based on these results, we
propose that the Hepc effect is cell-specific. These data support a model in which
circulating Hepc secreted by the liver enters to the enterocyte and inhibits DMT-1

transcription and Fe incorporation from intestinal lumen to the blood.




lll. INTRODUCCION

3.1 Importancia y toxicidad del hierro

El hierro (Fe) es un elemento esencial para la vida, participa en una serie de
procesos de oxido-reduccion vitales para el funcionamiento celular. Transporta
electrones en la cadena respiratoria, es parte estructural de proteinas (aconitasas,
catalasas, peroxidasas y oxigenasa), regula la transcripcidn genica y pariicipa en
el transporte de oxigeno (Aisen y col., 2001; Beinert y Kiley, 1999; Ryter y Tyrrell,
2000; Wang y Pantopoulos, 2011).

La propiedad quimica que le permite al Fe llevar a cabo estas funciones bioldgicas
es su capacidad de variar su potencial de reduccién segun los ligandos a él
coordinados. Esta propiedad lo vuelve un cofactor versatil en los procesos de
intercambio de electrones, en los que alterna enire sus formas reducida (Fe*?) y
oxidada (Fe™).

Paradodjicamente esta misma propiedad de intercambiar entre dador y aceptor de
electrones lo vuelve un elemento altamente tdxico. Cuando uno o mas de sus seis
sitios de coordinacion no se encuentran ligados con alta afinidad, o cuando se
encuentra en exceso, éste se convierte en un elemento redox-activo no regulado,
produciendo el radical libre superdxido al reaccionar con oxigeno e hidroxilo al
reaccionar con peroxido de hidrégeno, reacciones conocidas como Haber-Weiss y
Fenton, respectivamente (Droge, 2002; Takami y Sakaida, 2011). En particular, el

radical libre hidroxilo es una especie altamente reactiva, que promueve la

oxidacion de proteinas, peroxidacién de lipidos y transversién de bases en los




acidos nucleicos (Andrews y Levy, 1998; Sofic y col., 1988). Por este motivo el
contenido celular de Fe es mantenido entre limites muy esirechos, conservandose
a concentraciones suficientes para la sintesis de metaloproteinas esenciales, pero

evitando los posibles efectos téxicos derivados de su sobrecarga.

Reacciones de Haber-Weiss (1} y Fenton (3):
(1) 2Fe* +2°, — 2Fe® +2°," EO0: -0.26 V; AG = 25.1 KJ/mol

(2) 2°%" +2H+ — H;0;+ O, EOQ: 0.89 V; AG = -85.9 KJ/mol

Adicionalmente, en presencia de H.O; el Fe?" es un catalizador de la produccion
de OH'

(3) Fe? +H,0, — Fe® +OH-+OH~  EO0: 0.28 V; AG = -27.0 KJ/mol

Estas tres reacciones conforman la base de la relacion Fe/ROS en ambientes
intracelulares. Su acoplamiento resulta en la reaccion 4, (la cual es altamente

favorable) que establece la relacion entre el Fe y el oxigeno:
(4) 3Fe* +0;+2H" - 3Fe®™ +OH-+0OH  E:0.91V; AG = -87.6 KJ/mol
La forma oxidada del Fe (Fe*) producto de las reacciones (1) y (3) puede ser

nuevamente reducido por reductores celulares, como ascorbato y gluiation (GSH),

agentes protectores de la produccion de radicales libres.




Algunas investigaciones han demostrado que los sistemas reguladores funcionan
adecuadamente en condiciones de carencia del metal, pero fallan cuando éste se

encuentra en exceso (Nunez-Millacura y col., 2002).

3.2 Homeostasis celular del hierro

En biologia celular no es posible presentar un modelo general de la homeostasis
celular del Fe, ya que diferentes tejidos, con funciones distintas, presentan
variaciones en su regulaciéon. Asi, las células hepaticas incorporan Fe
almacenandolo, las celulas intestinales lo absorben y transfieren a la circulacién
sanguinea, las células hematopoyéticas lo almacenan para la formacion de
hemoglobina, y los macréfagos lo reciclan desde glébulos rojos senescentes y
liberan a la circulacion sanguinea segun sefales sistémicas.

En este trabajo se utilizaron dos modelos celulares. El primero, la linea de
carcinoma de colon humano, diferenciada a epitelio intestinal, caco-2 (Alvarez-
Hernandez y col., 1991; Garcia y col., 1996) y el segundo, la linea de macréfago
J774 (Snyderman y col., 1977).

Las células caco-2 son utilizadas como modelo de la absorcién intestinal de Fe. En
cuitivo se polarizan y desarrollan junturas estrechas que sellan los espacios
intracelulares generados durante el proceso de diferenciacion. De este modo, es
posible definir dos superficies, la apical extrapolable al lumen intestinal y la baso
lateral, extrapolable a la seccion intestinal expuesta al plasma sanguineo

(Peterson y col., 1993).




El grado de unién entre estas células puede ser cuantificado por medicién de la
resistencia eléctrica que existe a través del epitelio artificial generado. Asi, en los
insertos, las células crecen y se diferencian, encontrandose expuestas a medios
diferentes dependientes de su superficie.

La linea de macréfagos J774 fue utilizada para un estudio comparativo sobre el
mecanismo de accion de Hepc, entre estas células (linea de macréfagos) y las del

epitelio intestinal.

3.3 Mecanismo general de la absorciéon de hierro

En el lado apical del enterocito (correspondiente al lumen intestinal), el Fe** es
reducido por la ferrireductasa Dcytb, una proteina ubicada en la membrana apical.
Una vez ocurrido esto, el Fe es incorporado mediante el transportador de metales
divalentes DMT-1, también conocido como DCT1 o Nramp2 (Canonne-Hergaux y
col., 1999; Gunshin y col., 1997).

En el interior celular el Fe puede: (i) formar parte del pool de Fe labil (LIP), (i) ser
destinado hacia la mitocondria para la sintesis de grupos hem y nlcleos Hierro-
azufre (Fe-S) o (iii) ser aimacenado por la proteina citosolica ferritina (Ft) (Harrison

y Arosio, 1996).

Finalmente, en la superficie baso lateral se encuentra ferroportina (FP), proteina

que transporta el Fe desde el enterocito a la circulacion sanguinea, (Figura 1).




Enterocito
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Figura 1. Mecanismo general de la absorcion intestinal de hierro. El Fe proveniente
de los alimentos es inicialmente reducido por la ferrireductasa Dcytb, el Fe reducido es
incorporado al citoplasma por el transportador apical DMT-1. Una vez en el interior, el Fe
puede formar parte del LIP citosdlico, ser almacenado en ferritina, transportado a la
mitocondria o abandonar la célula hacia la circulacion sanguinea mediante el
transportador FP. Hepcidina liberada por el higado a la circulacion sanguinea llega al
enterocito donde actua inhibiendo la absorcién del metal.

3.4 Rol de hepcidina en el metabolismo del hierro

A pesar de los grandes avances realizados en la dinamica del metabolismo del Fe,
los mecanismos por los cuales el organismo regula su absorcién intestinal no
estan claros.

Hepcidina (Hepc), también denominada como LEAP-1 (Krause y col., 2000), ha

sido propuesta como el “Regulador Central”, un factor que sefaliza a las celulas

del intestino el contenido de Fe corporal, determinando asi la cantidad de Fe que
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éstas deben absorber (Nicolas y col., 2001; Pigeon y col., 2001) (Figura 1). Hepc
es producida por el higado como un pro-péptido de 84 aminoacidos, el que
posteriormente sufre un procesamiento post-transcripcional, en el cual es digerido,
produciéndose 3 isoformas, de 20, 22 y 25 aminodcidos (Krause y col., 2000). De
las tres solo la correspondiente a 25 aminoacidos se ha descrito como funcional

(Figura 2).

Figura 2. Mecanismo de accion de hepcidina. Cuando aumentan los niveles de Fe
corporal, Hepc es liberada por el higado hacia la circulaciéon sanguinea. Hepc llega a los
enterocitos, bloqueando en este lugar la entrada de Fe al organismo.

El péptido maduro de Hepc contiene 8 residuos de cisteinas que forman 4 puentes
disulfuro, (Figura 3) (Pigeon y col., 2001). Este inusual alto nimero de residuos de
cisteinas es comun en péptidos antimicrobianos, tales como las defensinas (Ganz,

2006), tachiplesinas (Yamaiji y col., 2004) y protegrinas (Laftah y col., 2004).
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Figura 3. Secuencia aminoacidica y modelo estructural de Hepcidina. La secuencia
aminoacidica se representa por el codigo de una letra, en rojo se destacan las cisteinas.
Los extremos amino- y carboxilo-terminales se representan como N y C, respectivamente.
El patrén de puentes disulfuro se representa en la secuencia aminoacidica mediante
llaves. (Tomado de: Ganz T. Blood 2003;102:783-8).

El primer trabajo que indicé que Hepc tendria un rol en la regulacion del
metabolismo del Fe fue realizado en ratones que presentaban una disrupcion en
un gen que codifica para el factor de transcripcién USF2, los que desarrollaban
una sobrecarga de Fe en higado y pancreas (Nicolas y col., 2001).

En concordancia con un rol de Hepc en el control de la absorcién de Fe, una
sobrecarga de Fe induce una sobre expresion de Hepc en ratones (Pigeon y col.,
2001). Adicionalmente, mutaciones en el gen de Hepc fueron reportadas en dos
familias con Hemocromatosis juvenil severa, enfermedad caracterizada por un
gran aumento en los niveles de Fe sistémico (Kulaksiz y col., 2004).

El mecanismo por el cual Hepc regula la absorcién intestinal del metal ain no esta
claro.

Células de epitelio intestinal humano caco-2, expuestas a Hepc sintética durante

24 horas, muestran una disminucién en la incorporacion apical de Fe, esto
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acompafiado de una baja en los niveles de proteina y de ARN mensajero del
transportador apical DMT-1(Laftah y col., 2003). Otros reportes del mismo grupo
mostraron que inyecciones de Hepc sintética en ratones, inhiben
significativamente la incorporacién apical de Fe en el duodeno, sin afectar la
transferencia de éste a la sangre (Laftah y col., 2004). En ambos repories las
concentraciones usadas para Hepc sintética van entre 10 y 1000 ordenes de
magnitud mayor a las reportadas en el suero y orina (Kulaksiz y col., 2004, Park y
col., 2001), representando esto un problema en la confiabilidad de los datos
obtenidos.

Otro de los problemas presentados al trabajar con Hepc sintética, es la pérdida de
precisiéon con que los 4 puentes disulfuros presentes en la estructura del peptido
son procesados en el reticulo endoplasmico (RE), debido a que existen 105
combinaciones posibles de uniones de grupos disulfuros en la muestra.

A pesar de estas objeciones frente al uso de una Hepc sintética, el trabajo de Lafta
sugiere fuertemente que Hepc inhibe la incorporacidn apical de Fe.

Oftras investigaciones nos enfregan datos contradictorios, sefialando que
inyecciones con LPS (el cual estimula la produccion de Hepc) induciria un cambio
bifasico en el ARN mensajero de FP, el transportador baso lateral de Fe en ratas:
una reduccién temporal del ARN mensajero de FP a las 12-24 horas, seguido de
un incremento a las 48 horas posterior a la inyeccién (Yeh y col., 2004).

La investigacion que apoya un papel para DMT-1 es contrastada por un modelo
sobre la regulacidn de la absorcion intestinal de Fe, desarrollado por el grupo de
Nemeth (Nemeth y col., 2004) en la linea celular de rifion HEK 293. En este

modelo se propone a Hepc como el factor causante de una internalizacion de FP
11




desde la membrana basolateral de los enterocitos, produciendo luego su posterior
degradacion. El trabajo de Nemeth tiene la importante limitacién del uso de una
linea celular no relacionada con el epitelio intestinal. Esto, por que es conocido
que la respuesta de los diferentes componentes de la homeostasis corporal del Fe
es de caracter célula especifica. Es asi como podemos mencionar, por ejemplo,
que la expresidn ectépica de HFE, una proteina relacionada con la
hemocromatosis, en células HT29 bloguea la capacidad de exportar Fe,
probablemente por una inhibicion de la sintesis de hefestina (Davies y Enns,
2004), mientras que la expresiéon de HFE en las células Hela (células de colon
humanas) y en las células caco-2 inhibe la incorporacién de Fe (Arredondo y col.,
2001; Roy vy col., 1999).

De este modo, el mecanismo celular que relaciona a Hepc y el metabolismo del
Fe, y como ésta inhibe la absorcién del metal, atin no esta claro.

En este trabajo investigamos los efectos de Hepc sobre la expresion de
transportadores de Fe, para esto se utilizaron células de hepatoma productoras de
Hepc (HepG2). De este modo Hepc humana fue clonada y sobre expresada en
las células HepG2, con el objetivo de obtener un medio de cultivo con una alta
actividad de Hepc.

El cultivo de células caco-2 y duodeno de rata, expuestos al medio condicionado
rico en Hepe, resulté en una fuerte inhibicion en la incorporacion apical de Fe.
Concordantemente, los niveles de proteina y RNA mensajero para DMT-1 también
disminuyeron. En cambio, los niveles de proteina y RNA mensajero para FP no

mostraron cambios significativos.
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Los datos obtenidos en este trabajo proponen un nuevo modelo, en el cual Hepc
cumple la funcién de disminuir los niveles corporales de Fe, mediante [a inhibicion

del transportador apical DMT-1.
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IV. HIPOTESIS

Hepcidina inhibe la expresién del transportador apical de hierro DMT-1,

disminuyendo y regulando asi la entrada del metal al organismo.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Determinar el blanco de accidon de Hepc en las células del enterocito absortivo,
con el fin de proponer un modelo que explique la forma en que concentraciones

fisiolégicas de Hepc regulan la absorcidn sistémica de Fe.

5.2 Objetivos Especificos

1. — Clonar Hepc en el plasmidic pPCDNA3 (pCDNA3-Hepc).

2.- Obtencién de un medio condicionado rico en Hepc (Medio-Hepc), desde
células HepG2, transfectadas con el plasmidio pPCDNA3-Hepc.

3.- Determinar si las células caco-2 incorporan Hepc proveniente del Medio-
Hepc, vy si esto es asi, qué disfribucion celular presenta.

4.- Determinar mediante el uso de Fe radioactivo (*°Fe) el efecto de Hepc en
la incorporacion de Fe. |

5.- Determinar el efecto de Hepc a nivel de RNAm y proteina, para los

transportadores DMT-1 y FP en células caco-2 y duodeno de rata.
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6.- Determinar el efecto de Hepc sobre los transportadores DMT-1 y FP, en

la linea celular de macréfago J774.

VI. MATERIALES

6.1 Material Bioldgico
Linea celular HepG2 proveniente de un hepatocarcinoma humano, obtenida de
American Type Culture Collection (ATCC CCL-131 Numero: HB-8065 Rockville,

MD).

Linea celuiar Caco-2 proveniente de un hepatocarcinoma de colon rectal humano,
obtenidas de American Type Culture Collection, (ATCC Numero: HTB-37

Rockville, MD).

Linea celular J774 de macréfago, provenientes de un hibridoma, obtenidas de
American Type Culture Collection (ATCC Namero: HB-197, Rockville, MD).

Linea celular SH-SYS5Y, obtenidas de American Type Culture Collection # CRL-
2266, Rockville, MD, correspondiente a un tercer sub clon sucesivo de la linea SK-

N-SH, originaria de un cancer de médula 6sea (Encinas y col., 2000).
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6.2 Reactivos generales

Acrilamida, bis-acrilamida, azul de bromofenol, azul de tripan, B-mercaptoetanol,
agarosa, albimina de suero bovino (BSA), tampdn fosfato salino (PBS), marcador
de peso molecular de ADN y proteina, coctel de inhibidores de proteasa, desferal
(DFO), &cido etilén diamino tetra-acético (EDTA), TRIS (Tris hidroximetil
aminometano) , tampén salino fosfato (PBS), etanol, isopropanol, glicerol, hepes,
cloruro de calcio (CaCl,), peroxido de hidrogeno (H202), 4cido clorhidrico (HCI)
cloruro de potasio (KCl), metanol, cloruro de magnesio (MgCl:), acetato de
magnesio (MgOAc), cloruro de sodio (NaCl), acido sulfirico (H2SO0,), fosfato de
sodio (NaHPO,), fosfato de potasio monobasico (KHzPO4), nicotiamida-adenina
dinucleotido fosfato (NADPH), hidroxido de sodio (NaOH), detergente NP-40,
paraformaldehido (PFA), fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), persulfato de amonio
(PSA), sacarosa, dodecil sulfato de sodio (SDS), tris tampén salino (TBS), tween-

20, temed, tris base, triton X-100.

6.3 Anticuerpos.

Anticuerpo contra DMT-1: Monoclonal producido en ratdn, preparado contra el
carboxilo terminal de la isoforma +IRE de DMT-1, el cual fue utilizado como fue

descrito previamente en (Arredondo y col., 2001).

Anticuerpo contra FP: Policlonal producido en conejo, correspondiente a la
secuencia carboxilo terminal CGPDEKEVTKENQPNTSVV, consenso para

humano, rata y ratén, utilizado como se describe en (Arredondo y col., 2001).
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Anticuerpo contra Calreticulina: Monoclonal producido en raton, de Biosciences

(San Jose, CA).

Anticuerpo contra Hepc: Policlonal producido en conejo, este fue preparado por
inmunizacion de ratones con el péptido replegado de una Hepc sintética de 25
aminoacidos (Bio-Synthesis Inc, Lewisville, TX). La proteina replegada fue
obtenida mediante una disolucion de Hepc sintética a una concentracion de 5
mg/mL en NaxCOjz 0,5 M seguido de una reduccion por 16 horas a 52°C con
ditiotreitol 0.1 M y bisulfito de sodio0.2 M. Los reactivos fueron separados en una
columna de Biogel P-2 equilibrada en tampdn carbonate pH. La unidn de [os
puentes disulfuros fue inducida por una incubacion durante 24 horas a 37°C de la
solucion carbonato 0,5 M, EDTA 2 mM, cisteina 3 mM y cistina 0,15 mM. El
péptido replegado fue separado de los reactivos por filiracién en columnas de
Biogel P-2 equilibradas. Después de la elusion, el pH de la solucién que contenia
el péptido replegado fue ajustado con HCl a pH 7. La concentracion del péptido
obtenido fue estimada mediante Bradford, usando un péptido estandar comercial.
Posteriormente el péptido replegado fue unido a una proteina blue carrier para la
preparacion de un anticuerpo policlonal. (Biosonda, Santiago, Chile).

El anticuerpo fue purificado por cromatografia de afinidad conira el péptido de

Hepc.
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Anticuerpo secundario Alexa Fltor 488
Alexa fluor 488 y Alexa fluor 594 adquiridos de Invitrogen- Molecular Probes

(Carlsbad, CA).

6.4 Radioisotopos

Hierro radioactivo (*°*Fe), de New England Nuclear, Boston, EEUU.

6.5 Biologia Molecular

Enzimas de restriccién: Kpn1, BamH1, EcoR1, Apa1, Hindlll, Xho1, Not1, Agel,
Xba1, Enzimas CIAP, T4 Ligasa, Taq Polimerasa, transcriptasa reversa, DNAsa |,
RNAsa |, LB, agar, agarosa, acrilamida, lipofectamina 2000, Opti MEM, trizol,

fenol, cloroformo, oligo nucledtidos (oligo dt).

6.6 Equipos

Espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda EZ210, Lector de Elisa Tecan Sunrise
Magellan, Termociclador Mini Cycler MJ Research, lector de fluorescencia
CytoFluor Il Series 4000, centrifuga Sorvall RT6000B, centrifuga tubos 1.5mlL
Mikro-22R Hettich, microscopio Confocal Carl Zeiss Laser scaning system

LSM510.

6.7 Otros

Kit de quimioluminiscencia para analisis de western blot super signal (Pierce

Chem. Co., Rockford, IL).
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* Los medios de cultivo y reactivos utilizados son de invitrogen-GIBCO Life
Technologies (Carlsbad, CA). CNBr-sefarosa activada y tampones son de la

compafiia Sigma Chem. Co (St. Louis, MO).

VII METODOS

7.1 Cultivos celulares.

Las lineas celulares SH-SY5Y, HepG2, caco-2 y J774, fueron crecidas a 37°C con
5% de CO, en medio DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),
Hepes 15 mM, aminoécidos no esenciales 10 mM, piruvato de sodio 0,5 mM,
bicarbonato de Sodio 5,9 mM, penicilina 10 Unidades / mL, estreptomicina 10

mg/mL y fungizona 250 pg / mL. El medio de cultivo fue cambiado cada 2 dias.

7.2 Clonacion del cDNA total de hepcidina.

El contenido total de RNA fue extraido de células HepG2 usando el reactivo Trizol
(Invitrogen-GIBCO Life Technologies), de acuerdo a instrucciones de manufactura.
La reaccién de amplificacion de transcripcion reversa de la polimerasa (RT-PCR)
fue realizada usando los siguientes partidores obtenidos del transcrito completo de
Hepc humana (Gen Bank data base accession AF N° 309488) cADN:
5°cagacagaattcacgatggcaatgage3” (sentido) y 5 caggtagctcgagegictigcage3d”
(reverso). Después de una desnaturacion inicial a 84°C durante 3 minutos, la

reaccion se sometio a 30 ciclos al siguiente programa de temperatura: 94°C por 30
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segundos, 61°C por 1 minuto, y 72°C por 30 segundos; este programa fue seguido
de unos 5 minutos de un paso de elongacion a 72°C.

Los productos amplificados fueron observados en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.

El cDNA obtenido, fue purificado usando una matriz de silica en una solucion de
loduro de Sodio (Nal) 6 M y clonado en el plasmidio pCDNA3 (Invitrogen-GIBCO
Life Technologies).

También se obtuvo un cDNA de una Hepc inactiva, generado por insercion de una
guanina en la posicién 194 del marco de lectura abierto. La insercion cambio el
marco de lectura en el aminoacido nimero 65 dando como resultado una Hepc
con un dominio carboxilo ‘terminal, traduciéndose en una forma inactiva (ver
resultados). El constructo fue clonado en el plasmidio pCDNA3, denominado

pCDNAS3-iHepc.

7.3 Transfecciones celulares: obtencién de un medio condicionado
rico en hepcidina.

Células HepG2 crecidas a una alta densidad (90-95%), en pociilos de 60 mm de
diametro fueron transfectadas transientemente con una mezcla de 8 g de DNA y
20uL de lipofectamina 2000, en 1 mL de medio sin antibioticos y suero reducido
(Opti-MEM, Invitrogen-GIBCO Life Technologies). Luego de 24 horas las células
fueron nuevamente transfectadas. Seis horas después de la segunda transfeccion
el medio fue cambiado a DMEM 10% SBF y la incubacion continué por otras 18

horas. Posteriormente, el medio fue colectado y utilizado como medio
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condicionado rico en Hepc (Medio-Hepc). Como confroles se utilizd medio
condicionado obtenido de transfecciénes con el plasmidio pCDNA3 original sin el
inserto, con el plasmidio pCDNA3-iHepc {Hepc inactiva) o con medio normal sin

transfectar.

7.4 Remocién de hepcidina desde el medio condicionado mediante el

uso de anticuerpo.

Como control el Medio-Hepc fue tratado con sefarosa unida a anticuerpos contra
Hepc, con el objetivo de retirar la Hepc presente en el medio. Para esto el
anticuerpo conira Hepc fue purificado por afinidad de absorcién contra el péptido
inmunogénico unido a sefarosa. Posteriormente, el anticuerpo fue eluido con
glicina 0,2 M a pH 2,5. Luego de la neutralizacion y de una dialisis contra NaHCO3
0,5 M, el anticuerpo purificado fue acoplado a sefarosa activada por CNBr,
siguiendo las instrucciones del productor.

Una alicuota del Medio-Hepc fue tratada por 16 horas con sefarosa unida a
anticuerpos contra Hepc. Experimentos preliminares determinaron la razén dptima
entre las concentraciones de anticuerpo y el medio de cultivo.

Posterior a la separacion con sefarosa por centrifugacion, el medio sin Hepc fue
utilizado en experimentos de incorporacién Fe radioactivo (**Fe), western blot e
inmuno citoquimica de células caco-2 y duodeno de rata.

Como control, una alicuota de Medio-Hepc bajo los mismos tratamientos, pero sin

tratamiento con anticuerpos fue utilizada.
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7.5 Andlisis por RT-PCR.

Los analisis de RT-PCR para DMT-1 y FP fueron realizados utilizando los
siguientes partidores:

DMT1:

5" CAGCCACTCAGGTACCCACCATGG3' (sentido)

5 CTAATCCAGGGCCCTTTAACGTAGCCACGGGS' (reverso)
FP:

5‘CTAATGGGTGTGAAGGACTC3’ (sentido)
5'CCAGCCATTTATTGGAATTCTGCAGTACS' (reverso)
B-actina:

5°"CCACACCCGCCGCCAGCTC3 (sentido)

5'ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTACAS’ (reverso).

Los andlisis de la intensidad de bandas para DMT-1 y FP fueron cuantificados por

densitometria y normalizados mediante la expresidn de actina.

7.6 Experimentos de transporte de hierro radioactivo (**Fe) en insertos
bicamerales de células caco-2.

Para los experimentos de transporte de *Fe, las células fueron crecidas sobre
filtros de carbonato de 0,33 cm? (Transwells, Corning-Costar, Cambridge, MA). La
formacion de la mono capa fue monitoreada midiendo eléctricamente la resistencia
trans epitelial, con un sistema de resistencia eléctrica de Millicell (Millipore,

Bedford, MA). La estabilizacidn de la resistencia tomo6 entre 7 y 10 dias.
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Para asegurar la integridad de la barrera celular, la resistencia de los insertos fue
medida al inicio y término de cada experimento, descartando aquellos con
resistencias menores a 250 x Q x cm?

Previo a los ensayos de incorporacion de *°Fe, las células fueron incubadas por 24
horas con Medio-Hepc o los medios controles adicionados en el lado basolateral
de los insertos, mientras que el lado correspondiente al apical contenia solo el
medio Opti-MEM.

Posteriormente, se adiciona al lado apical, una solucién de *Fe como parte de un
complejo de ®°FeCl3-NTA (2: 2.2, mol: mol, durante 1 hora a 37°C)(Tapia y col.,
1996). Luego el %Fe asociado a las células y su contenido basolateral fueron
cuantificados.

La incorporacion de ®Fe a las células y su transporte trans-epitelial, son
expresados como pmol de %Fe por mg de proteina o como porcentaje del control.

Cada experimento fue realizado en triplicado.

7.7 Incorporacién de hierro radioactivo (*’Fe) en duodeno de rata.

Ratas Fisher de 2 meses de edad fueron anestesiadas con una inyeccion
infraperitoneal de 30 mg/Kg de ketamina, posteriormente la seccion duodenal del
intestino fue retirada, lavada con tampodn salino fosfato (pH 7) y ligada en sus
partes proximal y distal.

El lado luminal del duodeno se llené con DMEM y se colocd sobre una placa de
petri que contenia Medio-Hepc. Se realiza una incubacién durante 6 horas a

37°C. Posteriormente, al medio que se encuenira en contacto con el lumen
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intestinal se le adiciona ®*Fe-NTA 5 pM, continuando la incubacion por otras dos
horas. La incorporacion de **Fe fue detenida por lavado del lumen intestinal con 2
mL de una alicuota de un tampén salino frio, suplementado con EDTA 1mM. La

radioactividad de *®Fe fue determinada en el lado duodenal y en el medio externo.

7.8 Extractos celulares y andlisis mediante western blot.

L as células fueron removidas de las placas de cultivo posterior a una incubacion
de 5 minutos en tampon salino TRIS-EDTA (40 mM Tris, 100 mM NaCl y 1 mM
EDTA, pH 7.4). Luego se obtuvieron los exiractos celulares tratando las células
con tampdn de lisis (50 pl por 1 X 10° de células con MOPS 10 mM, pH 7.5, MgCl;
3 mM, KCI 40 mM, fenil metil suifonil fluoruro 1mM, leupeptin 10 pg/mL, aprotinin
0.5 pg/mL, pepstatin A 0.7 pg/mL, glicerol 5%, ditiotreitol 1 mM y triton X-100,
0.1%).

Las muestras fueron incubadas por 15 minutos en hielo y centrifugadas a 10.000 g
por 10 minutos, los sobrenadantes fueron guardados a -20°C.

La concentracion de proteinas fue determinada usando el ensayo de proteinas de
acido bicinchoninico (BCA).

Para la obtencién de extractos de duodeno, los segmentos de intestino fueron
cortados, la porcion luminal extraida y raspada suavemente con un cubre objeto.
El tejido colectado fue transferido a tubos ependorf y se realizd la extraccion de
proteinas.

Para la deteccién de Hepc los extractos fueron corridos en un gel de poliacrilamida

al 16%, Tricina SDS (Schagger y von Jagow, 1987). Seguido a la electroforesis,
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las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y bloqueada en

leche 5%.

7.9 Inmunocitoquimica

Células caco-2 fueron cultivadas en placas de petri sobre cubre objetos durante 48
horas con Medio-Hepc. Posteriormente, las células fueron fijadas con
paraformaldeido 4% (PFA) por 10 minutos, y permeabilizadas con 0,2% de triton
X-100 en tampon salino-fosfato pH 7,4.

Una incubacion de 16 horas a 4°C con los anticuerpos conira Hepc, DMT-1, FP o
calreticulina (segin el experimento), fue seguida de una incubacidn con Alexa
Fiuor 488 IgG de conejo, o Alexa Fluor 594 IgG de ratdn, por 2 horas a
temperatura ambiente.

La inmuno deteccidon fue realizada por microscopia confocal como fue descrito

anteriormente (Aguirre y col., 2005).

7.10 Biotinilacion

Los ensayos de biotinilacion fueron realizados especificamente para FP; con el
objetivo de estudiar su localizacién en céluias caco-2 y en macrofagos. En este
ensayo las células fueron incubadas durante 30 minutos a 4°C con 0,5 mg/mL
NHS-imino biotin (Pierce, Rockford, IL). Posteriormente, las células fueron lavadas
y se prepararon los extractos celulares. Cada extracto celular fue incubado a 4°C
por 12 hr con 50% de estreptadividina en perlas de sefarosa. Luego el pellet de

estreptadividina-biotina fue disuelto en tampdn de carga-SDS, hervido durante 5
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minutos y analizado por electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%.
Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa

para su analisis mediante westemn blof.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Produccién de hepcidina por células de hepatoma humano HepG2.
Se realizé un ensayo de western blot para Hepc en extractos de células HepG2,
transfectadas con el plasmidio pCDNA3-Hepc. En ellos se observd una tincion
inmuno reactiva correspondiente a una banda de 10 Kda. Esta banda ha sido
descrita previamente en exiractos de higado humano y cerdo, y corresponde al
pro-péptido de Hepe (Krause y col., 2000). Como control se cargd un exiracto
proteico de una linea celular no relacionada, las células de neuroblastoma SH-
SYS5Y, la cual no presenté tincidn.

Como era esperado, la banda de 10 Kda también fue observada en extractos de
células HepG2 sin transfectar, aunque con una menor intensidad (Figura 4 A).
Inmunotincion de Hepc en células cultivadas con Fe-NTA 5 pM, revelo una sefial
basal, correspondiente a los niveles de produccién de Hepc bajo condiciones
normales (Fe 5uM). La sefial se vio aumentada cuando las células fueron tratadas
con Fe 40 uM y al ser transfectadas con el plasmidio pPCDNA3-Hepc (Figura 4B).
Estos resultados indican que la estrategia de transfeccion utilizada dio resultado,
con un notorio incremento en la expresién de Hepc. Adicionalmente, mostraron
que las células no transfectadas responden a incrementos de Fe, debido a un

aumento en la sintesis de Hepc.
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Figura 4. Produccién de Hepcidina por células HepG2. La expresion de Hepc en
células HepG2 fue testeada mediante western blot (A) e inmunctincién (B). Panel A:
Extractos de células HepG2 transfectadas con el plasmidio pCDNA3-Hepc mostraron una
banda de 10 Kda correspondiente al pro-péptido de Hepc, mientras que células Hep(G2 no
transfectadas también muestran la banda, pero con menor intensidad. Como control se
analiz6 la presencia de Hepc en una linea celular no relacionada, céluias SH-SY5Y, en las
que no se observd la banda. Como control fue utilizada actina. (B) Andlisis de
Inmunofluorescencia de Hepc. Células HepG2 fueron transfectadas con el plasmidio
pCDNA3-Hepc. Paralelamente, cultivos de células HepG2 no transfectadas, fueron
incubados con 5 o 40 uM de Fe (HepG2-5 pM Fe y HepG2—-40 pM Fe). Las células fueron
filadas e inmuno-tefiidas como fue descrito en métodos. Las imagenes fueron obtenidas
con un microscopio confocal Zeiss 510.

8.2 Distribucién de hepcidina en células caco-2.

El conocimiento de la localizacién subcelular de Hepc en las células del epitelio
intestinal puede ser de gran importancia para entender su mecanismo de accion.
Por este motivo se analizo la distribucion sub-celular de Hepc en células caco-2,
crecidas bajo tratamiento con Medio-Hepc, usando microscopia confocal (Figura

5). Las secciones confocales fueron tomadas desde la direccion apical hacia la

basal (panel A).
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La marca para Hepc mostro una localizacion citosolica (panel B). Posteriormente,
ensayos de co-inmunofluorescencia, mostraron colocalizacién entre Hepc y
calreticulina, marcador de reticulo endoplasmatico (RE) (Panet C). Similares
resultados fueron obtenidos después de 24 y 48 horas de incubacion con el

Medio-Hepc (resultados no mostrados).
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Figura 5. Localizacion subcelular de hepcidina en células caco-2. Las células caco-2
fueron tratadas durante 24 horas con Medio-Hepc. Posteriormente, las células fueron
fijadas, permeabilizadas e incubadas con el anticuerpo policlonal contra Hepc, seguido
por una incubacion con Alexa 488-goat IgG contra conejo. En el panel A y B las células
fueron comarcadas con loduro de Propidio (IP), marcador nuclear. En el panel C, las
células fueron co-marcadas con el anticuerpo monoclonal contra calreticulina, y
posteriormente, con Alexa Fluor 594 goat-IgG contra ratén. Panel A: Seccién confocal de
polos apicales y basales de células caco-2 de 1 um de diametro. Panel B: Amplificacién
de una célula en A, muestra un patrén citoplasmatico para la marca de Hepc. Pl: loduro
de propidio, tincion nuclear. Co-marcaje: sobre posicion de la marca para Hepc y nucleo.
Fase: imagen de contraste de fase. Panel C: colocalizacién entre Hepc y el marcador de
RE calreticulina.
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8.3 Hepcidina disminuye la incorporacién apical de hierro en células

caco-2 y en duodeno de rata.

El incremento de los niveles de Fe en el organismo produce como respuesta un
aumento en la sintesis de Hepc en el higado, lo que a su vez se ve fraducido en
un aumento de su secrecion a la circulacién sanguinea (Delaby y col., 2005; Ganz,
2008; Pigeon y col., 2001). De esta forma, Hepc secretada cumple su funcion,
induciendo la degradacion de FP en macréfagos (Knutson y col., 2005).

Probamos el efecto de Medio-Hepc en ensayos de transporte de Fe radioactivo,
en células caco-2 y duodeno de rata. Las células caco-2 crecen en forma
polarizada, lo que, al ser sembradas en insertos bicamerales, permite la
determinacion del transporte de Fe apical y transepitelial (Alvarez-Hernandez y
col., 1991; Tapia y col., 1996).

La incubacién de células caco-2 con el medio condicionado rico en Hepc mostro
una inhibicién tiempo-dependiente de la incorporacién apical de Fe (Figura 6%). La
incorporacion apical fue inhibida al menos un 50% después de 6 hrs de incubacion
y un 70% después de 16 hrs. La inhibicién obtenida con el medio condicionado fue
completamente abolida cuando el medio fue previamente inmuno-depletado de
Hepc (Figura 6B). Una inhibicién no significativa en la incorporacion apical de Fe
fue observada cuando las células se incubaron con un medio condicionado
derivado de células HepG2, de células HepG2 transfectadas con el plasmidio
Hepc o del medio condicionado proveniente de células HepG2 transfectadas con

una Hepc inactiva (Figura 6B). El andlisis de esta udltima condicion fue necesario
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para la diferenciacion del efecto entre Hepc y otros compuestos que pueden estar
presentes en el medio condicionado que puedan causar el efecto.

El tratamiento con Hepc también disminuyé las cantidades de Fe radioactivo del
lado basolateral, pero esta disminucion no fue significativa, al ser comparada con
el control (Figura 6C).

Adicionalmente, la cantidad de **Fe transferido al medio basolateral parece reflejar
la cantidad de Fe incorporado durante la absorcion apical, debido a que cuando el
valor es corregido por la incorporacion de **Fe total (*°Fe en las células més el Fe
presente en el medio basolateral), la inhibicion no es aparente (datos no
mostrados).

Posteriormente, evaluamos la capacidad de Hepc de modificar la captacién de Fe
en segmentos de ducdeno de rata. De este modo, el lado externo (seroso) fue pre-
incubado con los medios: control, medio condicionado con Hepc o medio inmuno-
depletado de Hepc.

El medio condicionado rico en Hepc indujo una baja significativa en la
incorporacion de °°Fe luminal, comparado con el medio confrol. Este efecto no fue
observado cuando el medio fue previamente inmuno-depletado de Hepc (Figura 6
D). Estos resultados indican que en células intestinales, Hepc inhibe fuertemente

la incorporacion apical de Fe, pero no afecta su transporie basolateral.
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Figura 6. Hepcidina inhibe la incorporacion de hierro en células caco-2 y en
duodeno de rata. A: Efecto de Hepc sobre [a incorporacion de 5Fe en células caco-2.
Células caco-2 crecidas en insertos bicamerales fueron pre-iratadas por los tiempos
indicados, con un medio condicionado rico en Hepc. Posteriorments, se realizé un ensayo
de incorporacion apical de *Fe durante 1 hora a 37°C, como fue descrito en Métodos.
Los datos corresponden a la media DSt de experimentos realizados en ftriplicado. B:
incorporacion de °Fe por células caco-2. Células caco-2 crecidas en insertos bicamerales
fueron tratadas por 16 horas con: el medio de cultivo OptiMEM sin tratamiento (Control),
medio de cultivo proveniente desde células HepG2 no transfectadas (HepG2), medio de
cuitivo de células HepG2 transfectadas con el plasmidio pCDNA3 (HepG2-pCDNA3),
medio de cultivo de células HepG2 transfectadas con el plasmidio pCDNA3-Hepc
(HepG2-Hepc) o con un medio de cultivo de células HepG2 transfectadas con un
plasmidio que codifica para una Hepc inactiva mutante (HepG2-iHepc). Los insertos
fueron incubados con ®Fe-NTA 5 uM en el lado apical durante 1 hora a 37°C. ***P<0,001,
comparado con el medio control. C: Transporte transepitelial de Fe radioactivo en células
caco-2. Células caco-2 crecidas en insertos bicamerales fueron tratadas con los medios
descritos en B. El contenido de **Fe en el lado basolateral fue cuantificado. D:
Incorparacion de Fe radioactivo por intestino ducdenal de rata. Segmentos duodenales de
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intestino de rata fueron preincubados durante 6 horas a 37°C en placas de Petri que
contenian medio de cultivo control, medio condicionado rico en Hepc o medio
condicionado depletado de Hepc. Posteriormente, se agregd *°Fe-NTA 5 pM en el lumen
intestinal y la incubacién se continué por dos horas. La radioactividad del *Fe fue
determinada en el tejido duodenal y en el medio. La incorporacién de %Fe fue expresada
como porcentaje de la incorporacioén del control. ** P<0,01, versus controles.

8.4 Expresion de la cantidad de proteina y RNA mensajero para DMT-1

y FP.

E!l RNA mensajero de células caco-2 tratadas por 12 horas con el Medio-Hepc, fue
analizado con el fin de determinar los niveles de expresion de DMT-1 y FP,
mediante la técnica de RT-PCR semi-cuantitativo (Figura 7A). EI RT-PCR para
DMT-1 fue realizado para la isoforma DMT-1+RE, puesto que corresponde a la
variante que responde al contenido de Fe celular (Hubert y Hentze, 2002). Una
disminucion de 50% en la expresiéon del RNA mensajero para DMT-1, fue
observada cuando las células fueron previamente tratadas con el Medio-Hepc, en
comparacién a las fratadas con un medio control (Figura 7B). En contraste, bajo
las mismas condiciones no se encontraron cambios significativos en la expresion
del ARN mensajero para FP.

Para determinar si la baja en los niveles de mensajero de DMT-1 se debia a una
baja en los niveles de transcripcién o a un aumento en la degradacion del
transcrito, analizamos los niveles de mensajero después de un tratamiento con el
inhibidor transcripcional actinomicina D, en ausencia o presencia de Hepc (Figura
7C). No se observaron diferencias en la tasa de degradacion entre el control y las
células tratadas con Hepc posterior a las 6 horas de incubacion.

Estos resultados sugieren que Hepc puede regular la expresion del transportador

DMT-1, en un modelo celular de intestino.
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Figura 7. Efecto de Hepcidina sobre los ARN mensajeros de los transportadores
DMT-1 y FP en células caco-2. A: células caco-2 fueron incubadas por 12 horas en un
medic condicionado rico en Hepc o en un medio control. EI ARN total fue extraido y la
expresion de DMT-1 y FP determinada por RT-PCR semi-cuantitativo. La expresion del
ARN mensajero de actina fue utilizada como control de carga. B: la intensidad de las
bandas en A fue cuantificada por densitometria y normalizada por la expresién del
mensajero de actina. C: Las células se incubaron por 6 horas en presencia o ausencia de
5 pg/mL del inhibidor transcripcional actinomicina D. El ARNA total fue extraido, y la
expresion de DMT-1 fue determinada por RT-PCR semi-cuantitativo. D: Las bandas
correspondientes en C fueron cuantificadas por densitometria y normalizadas por el
control de carga correspondiente al valor del mensajero de actina. Los datos representan
la media de 3 experimentos independientes + SD.
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8.5 Hepcidina inhibe la expresion de DMT-1, pero no de FP en células caco-2

y en duodeno de rata.

Para investigar si los cambios en el RNA mensajero de DMT-1 y FP eran
traducidos en cambios en sus niveles de proteina, se analizaron mediante western
blot sus niveles de expresion en células caco-2 y en duodeno de rata (Figura 8).
Los resultados indicaron que la banda para DMT-1 decrece significativamente
tanto en células caco-2 como en secciones duodenales, tratadas con el medio
condicionado rico en Hepc. No se observaron cambios en la expresion de FP. Los
patrones de expresion para estas proteinas son consisientes con los experimentos
de incorporacién de **Fe y RT-PCR, anteriormente reportados.

Estos resultados sugieren fuertemente que Hepc regula negativamente la

expresion del transportador DMT-1.
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Figura 8. Hepcidina inhibe la expresion de DMT-1, pero no de FP en células caco-2 y
en duodeno de rata. A: Analisis de western blot para DMT-1 y FP de células caco-2
tratadas durante 8 horas con el medio condicionado rico en Hepc (Hepc-medio), Medio
condicionado depletado de Hepc o Medio OptiMEM sin tratamiento (Control). La
determinacion de FP fue realizada en las membranas previamente utilizadas para la
deteccién de DMT-1. Actina fue utilizada como control de carga. B: western blot para
DMT-1 y FP de duodeno de rata. Segmentos duodenales fueron tratados durante 6 horas
con el medio condicionado rico en Hepe, con el medio condicionado inmuno-depletado o
con medio OptiMEM sin tratamiento (Confrol). Todos los experimentos fueron
normalizados por actina.
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8.6 Analisis de inmunofluorescencia de DMT-1 y FP.

La inmunotincion de DMT-1 y FP en células caco-2 tratadas con el Medio-Hepc,
mostré una marcada disminucién en la tincibn de DMT-1, sin cambios aparentes
en la tincion para FP. Esta tincion de patrones observada concuerda con los
resultados de western blot y RT-PCR realizados (descritos anteriormente) y
sugieren fuertemente que existe un efecto principal de Hepc en la disminucion de

la expresién de DMT-1.

Control Hepc

A B

DMT1

FP

Figura 9. Analisis de inmunofluorescencia de DMT-1 y FP en células caco-2. Células
caco-2 fueron tratadas durante 48 horas con el Medio-Hepc y con medio control.
Posteriormente las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con el anticuerpo
contra DMT-1, o el anticuerpo policlonal contra FP, segun sea el caso. Una disminucién
en la marca para DMT-1 fue aparente en las células tratadas con el Medio-Hepc. (Panel
B), cuando comparamos esto con el medio control (Panel A), mientras que no se
observan cambios aparentes en la marca correspondiente a FP en ninguno de los dos
casos (Panel Cy D).
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8.7 Efecto de hepcidina sobre la distribucién de FP en la membrana de
células caco-2 y macréofagos J774.

Para determinar si la inhibicién de la incorporacion apica! de Fe mediada por Hepc
es un efecto primaric o secundaric a la degradacion de FP, se investigo la
distribucion de FP en la membrana plasmatica de células caco-2, expuestas a
Hepc. Como control, en este experimento fue utilizada la linea celular de
macréfago J774, en la cual se ha reportado que Hepc induce una disminucion de
FP (Laftah y col., 2004; Yamaji y col., 2004). Las células fueron expuestas a Hepc
durante cortos periodos de tiempo, posterior a los cuales se analizé la expresién
de FP. En la linea J774 se observd que el tratamiento con Hepc disminuia el
contenido de proteina total y de membrana de FP.

La cinética de [a localizacion de FP total y de membrana fue diferente. El
contenido de FP total disminuyd después de 1 hora de tratamiento con Hepc, pero
aumentd a niveles normales a las 3 horas.

Investigaciones anteriores han reportado fluctuaciones en la expresion de FP
frente a Hepc en intestino de rata (Knutson y col., 2005). Los cambios en los
niveles de FP de membrana fueron menor (Figura 10 C), disminuyendo después
de dos horas de tratamiento con Hepc, y manteniéndose bajos hasta las cuatro
horas (Figura 10 B). Estos resultados corroboran datos anteriores sobre el efecto

de Hepc en las células J774 (Knutson y col., 2003).
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Figura 10. Efecto de Hepcidina sobre los niveles de FP en células caco-2 y J774. A:
Contenido total de FP en células J774. En extractos de células J774 incubadas con
Medio-Hepc, durante los tiempos indicados, se analizd la expresion de FP mediante
western blot. Dos bandas inmuno reactivas de 64,8 y 58 KDa fueron detectadas. Ambas
bandas son especificas puesto que ellas no se observan, cuando el anticuerpo es
preincubado con el péptido correspondiente a FP (datos no mostrados). Como control de
carga se utilizd Actina. Los datos representan la media * DS de ires experimentos
independientes. C: biotinilacion e inmuno deteccion de FP en membrana. Ceélulas caco-2
fueron incubadas en su lado basolateral, con Medio-Hepc durante los tiempos indicados.
Posteriormente, las células fueron llevadas a 4°C, y biotiniladas por el medio basolateral.
Las bandas representan a FP presente en la membrana basolateral. Como control, el
experimento fue repetido en las células J774, donde existen reportes que Hepc st
presenta un efecto sobre la expresion de FP.

40




IX. DISCUSION

El importante papel de Hepc en la absorcion intestinal de Fe fue descrito en
estudios realizados en ratones knockout para el factor de transcripcion USF2, los
cuales mostraban una pérdida en la expresiéon de Hepc y posterior sobre carga de
Fe en diferentes tejidos (Nicolas y col., 2001).

Trabajos posteriores mostraron que Hepc induce Ia endocitosis y degradacion de
FP (Delaby y col., 2005; Knutson y col., 2005; Knutson y col., 2003; Nemeth y col.,
2004) Esto en células no intestinales (HEK-293, HelLa y macréfagos),
comportamiento que fue subsecuentemente extrapolado para sugerir que Hepc
regularia la absorcion intestinal de Fe mediante la internalizacion y degradacion de
FP (Frazer y Anderson, 2005; Ganz, 2006). Por el contrario, otras investigaciones
habian demostrado que Hepc reducia la absorcion de Fe en ratones y celulas
intestinales caco-2 (Laftah y col., 2004; Yamaji y col., 2004). Sin embargo, en
ambos casos trabajos las concentraciones usadas para Hepc sintética fueron
entre 10 y 1000 ordenes de magnitud mayores a los reportados en el suero y orina
(Aumelas y col., 1996; Krause y col., 2000), generando esto una duda sobre la
extrapolacién de los datos obtenidos al sistema in vivo.

Es por esto que el mecanismo por el cual Hepc regula la absorcion de Fe intestinal
estaba aln pobremente definido.

Usando células caco-2 y duodeno de rata como modelos del epitelio absortivo, en
esta tesis se estudid el papel de Hepc en la regulacion de la absorcion intestinal

de Fe.
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Por medio de transfecciéon, se sobre expresé Hepc obteniéndose un medio
condicionado rico en Hepc.

Se determiné que Hepc disminuye tanto la incorporacién apical de Fe como los
niveles del RNA mensajero y proteina del transportador apical, DMT-1, sin afectar
la expresion del transportador de salida FP.

Estos resultados nos permiten concluir que la disminucién en la incorporacion
apical de Fe se debe al efecto de Hepc sobre la transcripcion génica de DMT-1, y
no se debe a un aumento en la degradacién de FP.

Este resultado esta de acuerdo con un reporte en el cual se muestra que una baja
en la expresidn de Hepc en ratas, se correlaciona con un incremento en la
expresion duodenal de DMT-1, en etapas de deficiencia de Fe y prefiez (Millard y
col.,, 2004). Los mismos autores reportan que no se observan cambios en el
mensajero de FP, reportando un [eve aumento en [os niveles de la proteina para
FP, bajo condiciones de deficiencia de Fe.

Similarmente, se ha reportado una baja en los niveles de Hepc y un incremento
duodenal de DMT-1 y FP, en ratones tratados con 10-20% de etanol durante 7
dias (Harrison-Findik y col., 2006). La respuesta de DMT-1 fue abolida mediante el
uso de antioxidantes o inyecciones del péptido de Hepc sintética, indicando que
Hepc media una respuesta transcripcional, que resulta en una disminucién de la
expresion duodenal de DMT-1. Los detalles involucrados en esta via de
regulacion negativa, requieren estudios futuros.

La baja de expresion de DMT-1 en respuesta a Hepc reportada en este trabajo,
mas las publicaciones previas en las células J774 y HEK-293, son consistentes

con un mecanismo en el cual Hepc disminuye los niveles de Fe circulante (i)
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mediante la inhibicidn del transportador DMT-1 en el intestino y (ii) por inhibicion
de la salida de Fe desde los macréfagos ejerciendo de esta manera un
mecanismo tejido especifico.

El posterior andlisis de factores que respondan a la accion de Hepc podran

determinar mas especificamente las vias de regulacion del Fe en nuestro

organismo.
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X CONCLUSIONES

. Se clond Hepc en el ptasmidio pPCDNA3 y se obtuvo un medio condicionado
rico en Hepc.

. Se determino que las células caco-2 incorporan Hepc y que ésta presenta
una distribucién citoplasmatica.

. Mediante radioactividad se determind que Hepc producia una disminucion
apical en la incorporacion de Fe en células caco-2 y en duodeno de rata.
Hepc disminuye significativamente los niveles de ARN mensajero vy
proteina del transportador apical de Fe DMT-1, en células caco-2 y en
duodeno de rata.

. Hepc no tiene ningn efecto sobre los niveles de ARN mensajero y proteina
del transportador basolatera de Fe en células caco-2 y en duodeno de rata.
. En la linea celular de macréfagos Hepc no produce efectos sobre el
transportador DMT-1, pero si afecta al transportador FP disminuyendo su

expresion
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