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RESUMEN

El hierro (Fe) es un elemento traza esencial para la gran mayoria de los
organismos debido a que participa en multiples procesos metabdlicos. Su absorcién a
partir de la dieta es llevada a cabo principalmente por las células absortivas del
duodeno, las cuales pueden captarlo como Fe heminico o Fe inorganico a través de
vias diferentes, las cuales deben presentar una eficiente regulacién que permita
mantener la homeostasis de Fe corporal.

La absorcién de Fe inorganico ha sido mucha mas estudiada que la de Fe
heminico, a pesar de que este Ultimo es la fuente con mayor biodisponibilidad. El Fe(ll)
ingresa a la célula a través del transportador DMT1, presente en la membrana apical
de los entericitos duodenales y puede ser almacenado en la proteina Ferritina o ser
transportado hacia {a circulacion por IREG1, localizado en la membrana basolateral.

Hasta hace poco tiempo, el mecanismo por el cual el Fe heminico es captado los
entericitos duodenales no habla podido ser revelado. Recientemente se han
evidenciado dos importantes hallazgos en materia de absorcién de Fe heminico: la
caracterizacion molecular de un fransportador intestinal de hem denominado HCP1 y la
de un exportador de hem en células eritroides, FLVCR, posiblemente implicado
también en la absorcidn del hem desde la dieta dado que se expresa en altos niveles
en la linea celular derivada de epitelio intestinal, Caco-2.

En base a la hipétesis de que ambas proteinas participan activamente en la
captacion y transporte de hem desde el lumen intestino hacia la circulacién, y que este
proceso debe ser regulado, nos propusimos investigar el efecto del hem en la

expresion de hep1 y fiver en células Caco-2.
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Ademas, estudiamos la expresion de ho-1, (hem oxigenasa), enzima involucrada
en la degradacion del hem, la cual es inducida en respuesta a hem.

Los resultados obtenidos indican que fiver, al igual que ho-1, sufre una induccién
en su expresion dependiente tanto de la concentracion de hem como del tiempo de
exposicion al estimulo, mientras que la expresion de hcp? no se ve afectada
significativamente. Esto sugiere que existiria otro tipo de regulacidn para hcpf,
posiblemente a nivel post-traduccional.

Si bien no esta totalmente aceptado que la molécula de hem pueda atravesar la
célula intestinal de forma intacta y ser translocada a fravés de la membrana
basolateral, el aumento en los niveles de mRNA en presencia de Fe heminico da
cuenta de una regulacién mediada por hem, indicativa de una participacién activa en el

proceso de absorcién.
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ABSTRACT

Iron (Fe) is an essential metal for most of the organisms, since it participates in
multiple metabolic processes. The absorption of dietary Fe is carried out by the mature
enterocytes in the duodenum, and it can be absorbed as heme Fe or inorganic Fe,
through different and highly regulated pathways, that allows maintains iron
homeostasis,

Inorganic Fe absorption has been extensively studied in relation to heme Fe,
despite that heme Fe has higher bioavailability than inorganic Fe. Fe(ll) uptake occurs
through the DMT1 transporter, present in the apical membrane of duodenal enterocytes
and can be incorporated into Ferritin —an iron storage protein- or transported to
circulation by IREG1, a basolateral Fe exporter.

Recently, two proteins involved in the absorption of heme have been identified: an
intestinal heme transporter, named HCP1; and the heme exporter FLVCR. Both, HCP1
and FLVCR exhibit high expression levels in Caco-2 cells, an established mode! of
intestinal epithelial cells.

With the hypothesis that HCP1 and FLVCR play an active role in hem uptake and
hem fransport from intestinal lumen into the circulation respectively, and that hem
absorption must be a regulated process, we investigated the effect of hem in hcp? and
fiver expression in Caco-2 cells.

We also had studied the expression of hio-1, (heme oxygenase), enzyme involved
in the intracellular hem degradation, witch it is induced by hem.

Our results indicate that hem induce fiver and ho-17 in a time- and concentration-

dependent manner, while hcpf is not significantly induced by hem. These results
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suggest that hem uptake by HCP1 might be regulated at a different level, probably post-

translational.

At the moment, it is not totally accepted that intact heme molecules can transit the
intestinal cells and be franslocated thought basolateral membrane. The increase in
FLVCR mRNA levels in the presence of heme Fe suggests a heme-mediated

regulation, participating actively in the absorption process.
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1. INTRODUCCION

Ei hierro (Fe) es un metal esencial para la gran mayoria de los organismos
debido a que juega un rol critico en multiples procesos metabdlicos (Huggenvik y cols.,
1989). La impartancia biologica del Fe es afribuida a sus propiedades quimicas de
elemento de transicion. A pH fisiologico, el estado redox del Fe puede variar
rapidamente entre Fe(ll} y Fe(lll), debido a su capacidad de aceptar y donar electrones,
lo cual lo convierte en un elemento muy util en el centro catalitico de reacciones
bioquimicas fundamentales. El Fe presente en el grupo funcional hem, en nicleos
hierro-azufre o el asociado directamente con proteinas participa en el transporte de
oxigeno, el transporte de electrones, la fosforilacién oxidativa, la sintesis de nucleédtidos

y en la detoxificacién celular,

Estas mismas propiedades quimicas hacen del Fe un elemento téxico si se
encuentra en exceso en el interior de la célula. El Fe(ll) libre puede participar en la
reaccion de Fenton, reaccionando con peréxido de hidrégeno (H,O;) para generar
radicales hidroxilo (:OH) altamente reactivos, los cuales dafian proteinas, lipidos y
DNA. Por lo tanto, es de gran importancia mantener la homeostasis de Fe para
asegurar el suministro pero a la vez prevenir la acumulacién de un exceso de Fe. La
deficiencia de Fe provoca anemia, mienfras que la sobrecarga de Fe, como la
observada en la patologia denominada hemocromatosis hereditaria (HH), conlleva a

dafio celular y tisular permanente. (Hentze y Kiihn, 1996; Roy y Enns, 2000).




El balance de Fe, es decir la diferencia entre [a retencion y los requerimientos de
Fe, es mantenido principalmente a través de la regulacion de la absorcién en el
intestino delgado y la conservacién de las reservas corporales, ya que el cuerpo
humano, a diferencia de lo que ocurre con ofros nutrientes, carece de un mecanismo
de excrecion activo de Fe. Una pequenia cantidad de Fe, entre 1 y 2 mg es excretada
por mecanismos inespecificos como secreciones biliares y urinarias, exfoliacion de
enterocitos, descamacién de la piel y menstruacion, ninguno de los cuales es regulado
por el nivel corporal de Fe. Al contrario, la absorcién de Fe es altamente regulada y
generalmente limitada a la recuperacion del Fe perdido por estos mecanismos
inespecificos (Wessling-Resnick, 2000). Un hombre adulto posee 3 a 4 g de Fe
corporal, de los cuales entre 2 y 2,5 g son incorporados a hemoglobina, formando parte
del grupo hem, en los precursores eritroides y gldbulos rojos maduros, mientras que la

mayor parte del resto es almacenado en el higado (Andrews, 2000).

El Fe proveniente de la dieta esté disponible como Fe heminico (formando parte
del grupo hem) o Fe no-heminico (Fe no-hem), también llamado inorganico, con sus
dos estados de oxidacion: Fe(ll) y Fe(lll). Las fuentes de Fe hem son la mioglobina y la
hemoglobina encontradas en carnes rojas y las de Fe no-hem son vegstales, cereales
y carne. El Fe hem representa sélo el 10-20% del Fe dietario en paises desarrallados,
mientras que el Fe no-hem abarca aproximadamente el 80%, pero debido a su mayor
biodisponibilidad el Fe hem contribuye al 30% del Fe absorbido (Lombard y cols.,
1997). La absorcion intestinal de Fe, tanto hem como no-hem, ocurre en el intestino
delgado, principalmente en el duodeno, siendo menor en el yeyuno y escasa en el
ileon, y es llevada a cabo por células especializadas, polarizadas y absortivas, los

enterocitos maduros de la microvellosidad. Sin embargo, la absorcién de Fe hem no




compite con la del Fe no-hem indicando que ésta ccurre por vias diferentes (Raffin y

cols., 1974).

La absorcién intestinal de Fe no-hem consta de tres pasos: (1) entrada a través
de la membrana apical de enterocitos duodenales, (2) translocacién intracelutar y (3)
salida a través de la membrana basolateral (Chung y Wessling-Resnick, 2003). La
entrada de Fe no-hem a través de la membrana apical de enterocitos esta mediada por
el transportador de metales divalentes DMT1 (Divalent Metal Transporter 1), también
conocido como DCT1 (Divalent Cation Transporter 1) o Nramp2 (Natural Resistance-
Associated Macrophage Protein 2), el cual fransporta especificamente Fe de la forma
reducida o ferroso (Fe(ll)) utilizando el gradiente de potencial electroquimico de

protones como fuente de energia (Gunshin y cols., 1997).

Dado que la mayor parte del Fe dietario se encuentra en la forma oxidada o
férrica (Fe(lll)), existe un mecanismo de reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) mediado por una
ferri-reductasa duodenal denominada DcytB (Duodenal Cytochrome b), 1a cual utiliza
ascorbato como donador de electrones (McKie y cols., 2001). El Fe que ingresa a los
enterocitos es incorporado en la proteina de almacenaje Ferritina o transportado hacia
la circulacion sanguinea. La salida de Fe a través de la membrana basolateral ocurre a
través del exportador IREG1 (Iron Regulated mRNA 1; McKie y cols., 2000), también
llamado Ferroportinat (Donovan y cols., 2000) o MTP (Metal Transporter Protein 1;
Abboud y Haile, 2000). El Fe(ll) exportado debe ser convertido a Fe(lll) para ser unido
a proteinas plasmaticas, esencialmente a la mayor proteina de transporte de Fe,

Transfetrina (Tf), para ser distribuido a células de tejidos periféricos que expresan el



Receptor de Transferrina (RTf). Esta conversién es catalizada por una ferroxidasa

multi-cobre llamada Hefestina (Vulpe y cols., 1999).

La Transferrina (Tf) puede unir reversiblemente dos atomos de Fe(ll) con alta
afinidad al pH neufro de la sangre. La Tf diférrica se une a su receptor en la superficie
celular y el complejo RTI-Tf es internalizado mediante endocitosis mediada por
receptor. Dentro de endosomas, el Fe(lll) es liberado debido al pH acido y luego de
ser reducido a Fe(ll) puede salir hacia el citosol a través de DMT1 para formar parte
del Fe infracelular. La apo-Tf unida atin a su receptor regresa a la superiicie celular y

es liberada a ia circulacion para su reutilizacion (Crichton y cols., 2002).

La expresion de estas proteinas claves en el metabolismo de Fe es regulado por
los niveles intracelulares de Fe mediante el sistema IRE/IRP (Iron Responsive
Element/iron Regulatory Protein). Las protelnas reguladoras de Fe o IRPs (IRP1 e
IRP2) son protelnas citosélicas que pueden unirse de manera especifica a unas
estructuras en forma de horquilla en los mRNAs llamadas elementos de respuesta a Fe
o IREs, las que se encuentran presentes en las regiones 5' 0 3’ no traducidas de varios
mRNAs que codifican para proteinas involucradas en el metabolismo de Fe, tales como
DMT1, RTf y Feritina. La actividad de unién de IRP a los IREs aumenta cuando los
niveles de Fe intracelular disminuyen. Cuando las IRP se unen a los IREs situados en
la region 5' de un mRNA, el resultado es una inhibicién de la traduccion, lo que ocurre
en el caso de Ferritina e IREG1, debido a que a bajos niveles de Fe no es apropiado su
almacenaje ni salida de la célula. Si los IREs se encuentran en la region 3' del

mensajero, la unién de IRPs provoca una estabilizacién del mRNA aumentando los

niveles de proteina. DMT1 y TiR poseen IREs en la regién 3’ del mMRNA, por lo que su
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expresion aumenta en respuesta a bajos niveles de Fe. Cuando el Fe intracelular
aumenta, la union de IRP a IRE disminuye, aumentando la expresién de ferritina y

IREG1 y disminuyendo la de DMT1 y TR (Eisenstein, 2000).

Absorcién intestinal de Fe heminico

El Hem o Fe(ll)-protoporfirina IX (FePP), es la principal forma funcional de Fe en
células eucariotas, la cual contiene aproximadamente el 60% del Fe corporal en
mamiferos. Posee roles vitales como componente de hemoglobina y mioglobina y
como grupo prostético de muchas enzimas esenciales como citocromos
mitocondriales, catalasa, peroxidasa y NO sintasa, asl como también la regulacion de
procesos metabdlicos como transcripcién, traduccidn y diferenciacion celular

(Padmanaban y cols., 1989)

La molécula de hem es un tetrapirrol cuadrado plano, en que los cuatro anillos
pirrélicos se encuentran unidos por puentes meteno. La conjugacién del macro-ciclo
tetrapirrdlico le otorga el color y la fluorescencia que caractetiza a las porfirinas. Las
moléculas de porfirina por si mismas no unen oxigeno ni participan en reacciones
oxidativas ni en procesos de transferencia de electrones, estas propiedades les son
conferidas al unir un metal de transicién divalente a través de dos atomos de nitrégeno
imino (=N-) y dos nitrégenos pirrélicos (-NH.-). La protoporfirina ferrosa (Fe(Il)-PP) es
rapidamente oxidada a protoporfirina férrica (Fe(lli)-PP), la cual tiene carga positiva y

es generalmente aislada como sal en [a forma de hemina (Figura 1; Maines, 1997).
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Figura 1. Estructuras de las moléculas de hem y hemina. La molécula de hem es un
tetrapirrol cuadrado plano con sus anillos pirrélicos unidos por puentes meteno (a, B, y ¥
8) y que contiene un atomo de Fe central. La hemina es la forma oxidada del hem

(Modificada de Kumar y Bandyopadhyay, 2005).

La absorcion intestinal de Fe hem involucra tres pasos: (1) captacion apical de la
molécula de hem desde el lumen, (2) catabolismo dentro del enterocito y liberacién del

Fe y (3) salida del Fe hacia la circulaciéon (Oates y West, 2006).

El grupo hem es liberado de la mioglobina y hemoglobina por enzimas
pancreaticas en el lumen intestinal e ingresa a los enterocitos absortivos como el anillo
metalo-porfirinico intacto. Primero, la molécula de hem se uniria a la membrana apical
y seria intemalizada, para luego aparecer en vesiculas citoplasmaticas. Se han
propuestos tres diferentes mecanismos por los cuales la FePP podria atravesar la
membrana apical: endocitosis mediada por receptor (Galbraith y cols., 1985), difusion
pasiva a través de la membrana debido a la naturaleza lipidica del hem (Light y Olson,
1990) y entrada por transporte activo, saturable y dependiente de la temperatura,

indicativo de un transportador (Worthington y cols., 2001; Uc y cols., 2004).



Shayeghi y cols. (2005), clonaron y caracterizaron un transportador intestinal de
hem en el duodeno de ratdn, al cual denominaron HCP1 (Hem Carrier Protein 1). El
gen de HCP1 de ratén contiene cinco exones, los cuales comprenden 1.942 pb, esté
localizado en el cromosoma 11B5 y codifica para una proteina de 54 kDa con 459
aminoacidos. El gen humano contiene 2.097 pb, estd ubicado en el cromosoma
17g11.1 y codifica para una proteina de 446 aminoacidos de aproximadamente 50 kDa.
La proteina es altamente hidrofébica con nueve dominios transmembrana predichos, y
su secuencia aminoacidica posee un 22% de similitud a los transportadores de
tetraciclina bacterianos, miembros de la familia MFS (Major Facilitator Superfamily). El

mRNA de HCP1 no posee [REs ni motivos de unién a hem conocidos.

Al inyectar oocitos de Xenopus con cRNA de HCP1, Shayeghi y cals., observaron
un aumento de 2 a 3 veces en la absorcion de hem, aumento similar al obtenido al
infectar células Hela con adenovirus-HCP1, y una selectividad para el transporte de
hem pero no para tetraciclina o Fe no-hem. De manera interesante, la expresién
duodenal de HCP1 no parece estar regulada por la deficiencia o por la sobrecarga
sistémica de Fe en ratén. Al contrario, al exponer ratones a una condicién de hipoxia, lo
cual incrementa la absorcion de Fe, provoca una marcada induccién del mRNA de
HPC1 en el duodeno. Sin embargo, el estatus de Fe corporal si parece jugar un rol en
la regulacién posi-traduccional de HCP1, ya que en ratones controles HCP1 se localiza
tanto en la membrana apical como en el citoplasma, mientras que en ratones
deficientes de Fe se observa un marcado aumento de la proteina en la membrana
citoplasmatica de enterocitos duodenales y una fuerte disminucién en el citoplasma. Lo

contrario ocurre en ratones cargados con Fe, HCP1 se acumula en el citoplasma.



Este transportador se expresa en altos niveles en células Caco-2, -un modelo de
epitelio intestinal-, y se localiza predominantemente en la membrana plasmatica
aunque también se observa su presencia en estructuras vesiculares. Cuando HCP1 es
sobrexpresado en estas células la absorcion de hem aumenta modestamente,
posiblemente debido a la alta expresién enddgena y a la existencia de un mecanismo
regulatorio que prevenga la citotoxicidad causada por un exceso en la absorcién de

hem (Latunde-Dada y cols., 2006).

A pesar de las evidencias que relacionan a HCP1 con el transporte de hem, Qiu y
cols. (2008), han propuesto que la funcion principal de HCP1 seria la de un
transportador intestinal de folato, y que constituiria la base molecular de la patologia

denominada mala-absorcién hereditaria de folato.

Una vez dentro de la célula, el hem es degradado por la enzima microsomal Hem
oxigenasa (HO; EC 1.14.99.3) con la produccion de CO, hiliverdina IXa y Fe(ll) libre
(Figura 2). Biliverdina 1Xa es un tetrapirrol lineal que es rapidamente reducido al
pigmento biliar bilirrubina IXa por la enzima biliverdin IXa reductasa (BVR; Tenhunen y
cols., 1968; Raffin y cols., 1974). El Fe(ll) liberado ingresa al pool de Fe intracelular,
compitiendo con el Fe no-hem, y compartiendo los mismos mecanismos de salida

hacia la circulacion a través de IREG1.



NADPH RADP
coou toon (NADH)  (NAD)

Biliverdina Bifirmbina

COOR QOH

Figura 2. Degradacién enzimatica del hem. E| catabolismo del hem es llevado a cabe por
la enzima microsomal Hem oxigenasa (HO). En la reaccién se forma biliverdina y se libera
CO y Fe. La biliverdina es transformada a bilirrubina por la enzima Biliverdina reductasa

{Modificada de Kumar y Bandyopadhyay, 2005).

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

ho-2 y ho-3 es relativamente constante.

Todas la isoformas de HO catalizan la oxidacion de hem utilizando NADPH,
NADPH-citocromo P-450 reductasa, la cual transfiere un electrén desde NADPH a
hem, y oxigeno molecular (O,). Por cada molécula de hem oxidada se utilizan tres

moléculas de O, y tres de NADPH. La HO se une al hem en una razén equimolar y el
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clivaje oxidativo aocurre en el puente a-metano debido a regulacién estérica, segun la

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

Cable y cols. (1993), observaron que la expresion de ho-7 en células Caco-2 es
inducida por hem. Los niveles de HO-1 son regulados por su sustrato mediante un
mecanismo molecular que involucra al represor transcripcional Bach1 (Figura 3). Bacht
es capaz de reprimir la transcripciones de genes blancos al formar un heterodimero
con proteinas de la familia Maf y unirse a elementos de reconocimiento de Maf
(MARESs), presentes en el gen de HO-1 al menos en una copia funcional. Hem es
capaz de unirse a Bach1 en los motivos CP (Cisteina-Prolina) presentes en la proteina
y regular negativamente la actividad de unién de Bach1-Maf a DNA, lo que anula la
represién de la expresion de ho-1 en presencia de su sustrato (Ogawa y cols., 2001;

Sun y cols., 2002).

Bach1 Represidn
Maf -
[ [ananesE] |
he-t
Boechi - ‘ Bachi
'Heme + Hem .I. ﬂ B Heme * .
[ |
Nri? Activacién
“‘ ‘q‘
#at
| L UARE ]
ho-t

Figura 3. Regulacién de la expresién de ho-1. A bajos niveles de hem, el represor
transcripcional Bach1 se une a la secuencia MARE del gen fo-1, anulando fa expresién.
Al aumentar los niveles de hem, Bach1 es inactivado dejando el sitio MARE libre para la

unién del activador transcripcional Nri2, activandose la expresion de ho-1 {(Modificada de

Shibahara, 2003)
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La secuencia MARE también participa en la activacién transcripcional de ho-1 al
unir al heterodimero formado por Nrf2 (NF-E2 Related Factor 2) y una proteina Maf
(Alam y cols., 1999). Bach1 y Nrf2 competirfan por la unién a la proteina Maf vy a
MARE, por lo que la disponibilidad de uno u otro factor determinaria si la transcripcion

de ho-1 es reprimida o activada (Shibahara, 2003),

Por otro [ado, Uc y cols. (2004) encontraron que el hem es capaz de pasar intacto
desde un extremo a otro en células Caco-2, y sorpresivamente este trasporte es mayor
en la via secretoria, es decir, desde el extremo basolateral hacia el apical. Ademas, la
salida de hem de la célula, ya sea de manera absortiva o secretoria, mostrd ser un

proceso activo, sugiriendo [a presencia de un exportador.

Quigley y cols. (2004), describieron un exportador de hem en células eritroides,
que es esencial para la eritropoyesis, denominado FLVCR (Feline Leukemia Virus,
subgroup C Receptor), debido a que es el receptor de superficie celular del virus de
leucemia felino subgrupo C v, al igual que HCP1, pertenece a la familia MFS. El cDNA
de FLVCR codifica para una proteina de 560 aminoacidos con un peso molecular de 60
kDa. FLVCR se expresa en un amplio rango de tejidos y lineas celulares, y su
expresion es particularmente elevada en células Caco-2, sugiriendo que puede
participar en la exportacion de hem en enterocitos, tanto del sintetizado

enddgenamente como del absorbido desde el lumen intestinal.

Uc y Britigan (2003), mostraron que en células Caco-2 la expresion de ho-1 es

inducible por hemina de manera dependiente de la dosis y del tiempo, pero no existen
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hasta la fecha trabajos que estudien la expresion de hep? o fiver en respuesta a hem

en estas células.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que la absorcién de Fe es un proceso regulado y que fa expresion de la
mayoria de los genes involucrados en el metabolismo de Fe es regulada por el estatus
de Fe intracelular, y en el caso especifico del metabolismo de Fe hem, la expresion de
ho-1 es regulada por hem, postulamos que “los niveles de mRNA del transportador
intestinal de hem hcp7 y del exportador de hem flver varian en respuesta al tratamiento
con hierro heminico en células Caco-2, de manera dependiente de la concentracion y

tiempo de exposicién”.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles relativos de mRNA de hep1, fiver y ho-1 en células Caco-2

sometidas a distintos estimulos con Fe heminico mediante RT-PCR semi-cuantitativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar el efecto de la concentracién de hierro heminico extracelular en los
niveles de mRNA de hcp1, fiver y ho-1 en células Caco-2 sometidas a un estimulo

agudo.



b)

d)

13

Determinar el efecto de la concentracidon de hierro heminico extracelular en los
niveles de mRNA de hep1, fiver y ho-1 en células Caco-2 sometidas a un estimulo

crénico.

Determinar el efecto del tiempo de estimulo con hierro heminico extracelular en los

niveles de mRNA de hcp1, fivery ho-1 en células Caco-2.

Determinar el efecto de la concentracion de hierro no-heminico extracelular en los
niveles de mRNA de hep1, flver y ho-1 en células Caco-2 sometidas a un estimulo

agudo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 REACTIVOS

Generales: HCI, NaOH, NaCl, FeCl;, NaHCOs;, NTA, KH.PO,4, KOH, NADPH, EDTA-
Na, BSA, PMSF, Tris base, cloroformo, etanol, hemina, biliverdina reductasa,
hemoglobina de bovino, pepsina, acido nitrico, isopropanol, Tritén X-100, inhibidores

de proteasas.
Culfivo Celular: Medio Iscove’'s Modified Dulbecco’s Medium, tripsina-EDTA,
fungizona/penicilinafestreptomicina, suero fetal bovino, aminodcidos no esenciales

{(Gibco Life Technologies, Grand Island, NY).

Biologia Molecular: Transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen), Agarosa Top Vision

(Fermentas), Taq DNA Polimerasa (Invitrogen), bromuro de etidio (Gibco), 10x PCR
Buffer (Invitrogen), MgCl; 50 mM (Invitfrogen), GTP, ATP, TTP, CTP 100 mM
(Invitrogen), RNAsa H (Invitrogen), TRIzol (Invitrogen), DEPC (Gibco), Marcador DNA
100 pb (Fermentas).
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2.1.2 EQUIPOS

Centrifuga 5416 (Eppendorf), Centrifuga refrigerada (Vision), Centrifuga Spectrafuga
16M (Labnet), Espectrofotometro UV-visible UV-1601 (Shimadzu), Termociclador 2720
(Applied Biosystems), Fuente de poder Power Station 300 (Labnet), Transluminador
UV {Genesys), Incubadora con inyeccién de CO, (ShelLab), Campana de flujo laminar
FASTER (Cientec), Bomba de vacio Rocker 300 (Mundolab), Bafio termorregulado
(Memmert), Placa calefactora (Scientific Products), Agitador/calefactor Nuovall
(Thermolyne), Balanza Mettler PM 4600 (Delta Range), pHimetro (Oakton},

Espectrometro de absorcion atdomica con horno de grafito (SIMAA 6100, Perkin Elmer).

2,1.3 MATERIALES DE CULTIVO

s Placas de cultivo de 6 pocillos, 35 mm didmetro, Orange Scientific (2030500).

. Botellas plasticas de cultivo, 40 mL (25 ¢cm?), Orange Scientific (2010100).

. Pipetas plasticas desechables, 10 mL, Orange Scientific (PN10E1).

. Pipetas Pasteur plasticas estériles, 3 mL, TCL.

- Unidades de filtracion desechables, tamafio de poro 0,2 pm, Orange Scientific
(1520012).

. Unidades de filtracién para bomba de vacio, tamafio de poro 0,2 pm, Steritop,

Millipore.
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2.1.4 MATERIAL BIOLOGICO

Células Caco-2 (American Type Culture Collection HTB37, Rockville, MD). La linea
celular Caco-2 es una de las lineas celulares mas utilizadas en los estudios sobre Fe.
Esta linea deriva de un adenocarcinoma de colon y presenta una diferenciacion
enterocitica espontanea in vifro al alcanzar confluencia. En cultivo forma una
monocapa altamente polarizada y exhibe propiedades estructurales y funcionales de
células epiteliales intestinales maduras, como microvellosidades apicales, uniones
estrechas y la expresién de enzimas especificas de enterocitos (Alvarez-Hernandez y
cols., 1991). Estas células absorben, transportan y son sensibles al estatus de Fe. Se
han llevado a cabo estudios de transporte de Fe (Follett y cols., 2002; Uc y cols., 2004)
y regulacion de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de Fe (Cable y
cols., 1993; Tallkvist y cols., 2000; Uc y Britigan, 2003) utilizando estas células como

modelo valido de epitelio intestinal.
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultivo celular. Células Caco-2 fueron cultivadas en medio Iscove's (bajo en Fe)
suplementado con 10% SFB, aminoacidos no esenciales y 100.000 Ul de
penicilina/estreptomicina y 25 mg/mL de fungizona. Las células fueron propagadas en
botellas de 25 cm?, se sembraron a una densidad de 1 x 10* células/cm? y se crecieron
por 7 dias a 37 °C y 5% CO,, alcanzando confluencia. El medio de cultivo se
reemplazd por medio fresco cada 2 dias. Luego de este periodo las células fueron

tripsinizadas y resembradas en iguales condiciones.

2.2.2 Digestion de hemoglobina. Como fuente de Fe heminico se utilizé el producto
de una digestion parcial de hemoglobina de bovino, la cual presenta una relacién de
3,3 mg Fe / mg hemoglobina. Se preparé un homogenizado de hemoglobina para una
concentracion final de 5 mM Fe en agua desionizada y se agregdé HCl 6 N hasta
alcanzar un pH de 2. Se agregd una solucion de pepsina en HCI 0,1 N (0,5 % final) y
se incubd durante 2 horas a 37 °C con agitacién constante. Luego de finalizada [a
digestion se subio el pH a 6,5 usando NaOH 1 N. Se centrifugé a 2.500 rpm por 15
minutos y se rescatd el sobrenadante, el cual se esterilizd por filtracién antes de ser
utilizado. EI contenidc de Fe en el digeridc se determind por medio de
espectrofotometria de absorcién atémica con horno de grafito, para lo cual se mezclé
una alicuota del digerido con un volumen igual de 4cido nitrico 65 % y se incubd ON a

60 °C.

2,2,3 Obtencion de células Caco-2 sometidas a distintos estimulos con Fe

heminico y no-heminico. Células Caco-2 fueron crecidas en placas de seis pocillos
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de 35 mm de didmetro en las mismas condiciones descritas en 2.2.1. Como fuente de
hem se utilizé un digerido de hemoglobina (2.2.2) y como fuente de Fe no-heminico se
utilizé FeCl;-NTA en una relaciéon molar 1:2. En cada caso, se agregd directamente la
fuente de Fe al medio de cultivo en las concentraciones indicadas. El tiempo de
estimulo corresponde a las horas o dias que las células permanecieron expuestas a Fe

antes de ser tratadas.

2.2.4 Extraccion de RNA de células Caco-2. Se aisléo RNA total de células Caco-2
utilizando reactivo TRIzol segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, células
crecidas por 7 dias en placas de 3,5 cm. de diametro fueron lavadas dos veces con
PBS 1x (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 4,3 mM, KH,PO, 1,4 mM, pH 7,3} y
luego lisadas directamente en las placas agregando 1 mL de TRIzol. Se incubd a
temperatura ambiente por 5 min para permitir la disociacién de los complejos ntcleo-
proteinas. El lisado fue traspasado a tubos Eppendorf de 1,5 mL y se agregaron 200 uL
de cloroformo, se agit6é vigorosamente por 15 segundos y se centrifugé a 12.000 x g
por 15 min a 4 °C. Aproximadamente el 50% de la fase acuosa fue traspasado a un
nuevo tubo. Se agregaron 500 |L de isopropanol para precipitar el RNA y se centrifugé
a 12.000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado fue
lavado con 1 mL de etanol 75% en H,O-DEPC. Se centrifugé a 7.500 x g por 5 min a 4
°C, se elimind el sobrenadante y el RNA fue resuspendido en 20 plL de H,O-DEPC y

guardado a —20 °C hasta ser utilizado.

2.2.5 Sintesis de cDNA a partir de RNA. 5 g de RNA total fueron usados para
obtener cDNA por transcripcion reversa. Se prepard una mezcla con RNA y 0,5 ug

primer 6ligo dT y se agregd H,O-DEPC para un volumen final de 11 ., e incubé a 70
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°C por 5 min y luego a 4 °C por 1 minuto. Se agregaron 4 yl de Tampén de Reaccion
5x y 2 pl de dNTPs 10 mM y H,O-DEPC para un volumen final de 19 pl y se incubd a
37 °C por 5 min. Luego se agregd 1 pl de Transcriptasa Reversa MMLV y se incubé
por 50 min adicionales a 42 °C. La reaccién fue terminada a 70 °C por 15 min.
Finalmente, se agregé 1 pl de RNAsa H, y se incubé a 37 °C por 20 min. E! cDNA fue

guardado a -20 °C hasta ser utilizado.

2.2.6 PCR semi-cuantitativo para ho-1. 1 UL de cDNA fue utilizado para amplificar el
gen ho-1 mediante PCR usando la enzima Taq Polimerasa. Los partidores usados
fueron: 5'-cticttcaccttccccaaca-3' y 5'-getctggetettggtgteat-3', los cuales amplifican un
fragmento de 201 pb. Se prepard una mezcla de 2 pl. de Buffer de PCR 10x (1x final),
0,8 pL de MgCl, 50 mM (2 mM final), 0,4 pL de dNTPs 10 mM (0,2 mM final), 0,4 L de
cada partidor (0,2 uM final), 1 pL de Taq Polimerasa (0,2 U) y 13,8 uL de ddH,0O estéril
(20 pL volumen final de reaccion). El programa utilizado comprende un ciclo de 3 min a
94 °C, 30 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 60 °C y 20 seg a 72 °C y una extension
final por 5 min a 72 °C. Para la normalizacion y como control interno se realizé un PCR
de B-actina con los partidores 5'-ggacttcgagcaagagatgg-3' y 5-gactcgtcatactectgetig-3',

y un protocolo igual al usado para ho-1, generandose un fragmento de 432 pb.

2.2.7 PCR semi-cuantitativo para hcp1. 1 pl. de cDNA fue utilizado para amplificar el
gen hcp? mediante PCR en las mismas condiciones que para ho-7. Los partidores
usados fueron: 5'-aggccctagtgicegfitit-3' y 5'-gtcgagtcgtagaggggatg-3', los cuales
amplifican un fragmento de 566 pb. El programa usado comprende un ciclo de 3 min a

94 °C, 30 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 60 °C y 40 seg a 72 °C y una extension

final por 5 min a 72 °C. Nuevamente se normalizé por S-actina.
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2.2.8 PCR semi-cuantitativo para fiver. 1 pl. de cDNA fue utilizado para amplificar el
gen flver mediante PCR en las mismas condiciones que para ho-1. Los partidores
usados fueron: S5'-ggtatccaccaagicagg-3' y 5'-ccgagataagaaacaccg-3', los cuales
amplifican un fragmento de 266 pb. El programa usado comprende un ciclo de 3 min a
94 °C, 30 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 50 °C y 20 seg a 72 °C y una extension

final por 5 min a 72 °C. Se normalizé por B-actina.

2.2.9 Analisis de los productos de RT-PCR. Los productos de RT-PCR se cargaron
simultaneamente con su estandar de B-actina en un gel de agarosa al 3% en TAE 1x
(Tris 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0). Los niveles de expresion se
analizaron por densitometria utilizando el software Imagen J (NIH Image/Scion Image,
disponible en hitp://rsb.info.nih.gov/nih-image/), definiendo una unidad arbitraria (UA)
como la razén entre la densidad de banda de hcp?, ho-1 o fiver y la de S-actina y se

consideré la expresion de las células controles (sin estimulo) como la expresion basal.

2.2,10 Extractos celulares y determinacién del contenido de Fe interno. Para la
obtencion de un extracto celular las células Caco-2 fueron lavadas 3 veces con PBS 1x
y luego soltadas de los pocillos de cultivo con 1 mL de Tris salino-EDTA (Tris-HCI 40
mM, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM, pH 7,5) e incubadas a 37 °C por 10 min. Las células
se traspasaron a fubos Eppendorf de 1,5 mL, centrifugadas a 14.000 rpm por 30 segy
se trataron con 50 pL de buffer de lisis por cada 10° células (Tris-HCI 20 mM pH 8,
NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, BSA 0,2%, Tritén X-100 1%, PMSF 2 uM e inhibidores de
proteasas 1%). La mezcla fue incubada en hielo por 15 minutos y centrifugada a

méxima velocidad. Se traspaso el sobrenadante a un tubo nuevo y se diluyd con el
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mismo volumen de Tris salino. Se tomaron alicuctas de 5 pL en duplicado para
determinacién de protefnas y 50 pL para la determinacion de Fe interno. Las muestras
fueron guardadas a -20 °C hasta ser utilizadas. La concentracién de protefnas fue
determinada por el método de Lowry y cols. (1951), y el contenido de Fe interno se

determiné por medio de espectrofotometria de absorcién atémica con horno de grafito.

2.2.11 Medicion de la actividad de Hem oxigenasa. Para determinar la actividad HO
total en células Caco-2 se utilizaron 250 pg de extracto de celular, los cuales se
incubaron con 600 L de Buffer B (KHPO,; 100 mM, pH 7,4 ajustado con KOH 1 M),
100 pl de hemina 150 M, 100 pL de biliverdina reductasa (extracto crudo de higado
de rata) 100 pg/mL y 100 ulL de NADPH 10 mM por 1 hora a 37° C en oscuridad. La
bilirrubina se extrajo en agitacion con 1 mL de cloroformo a temperatura ambiente por 1

hora. Se midi6 la absorbancia a 530 NM {Euismbina = 43,5 MM '.em™). La actividad

enzimatica se expresé como nmoles de bilirrubina.mg proteina total *.hr.

2.2,12 Andlisis estadistico. Las variables fueron medidas en duplicados y los
experimentos fueron repetidos al menos tres veces. Andlisis de ANOVA de una via 'y
Test de Student fueron usados para las comparaciones entre cada tratamiento. Los

resultados se expresaron como promedios + SD. Las diferencias fueron consideradas

significativas si P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Andlisis de la expresidn de hep1, fiver y ho-1 en respuesta a un estimulo de
Fe heminico agudo.

Con la finalidad de determinar e} efecto de un estimulo agudo de hem en la
expresidbn de los genes implicados en su metabolismo, células Caco-2 fueron
incubadas por 24 horas con diferentes concentraciones de hem extracelular a partir de
un digerido de hemoglobina y se semi-cuantificaron los niveles de mRNA de ho-1, hcp1
y fiver, segun lo descrito en Materiales y Métodos. Para corroborar que la hemoglobina
es absorbida y utilizada como fuente de Fe por las células se midi6 el contenido de Fe
interno, el cual efectivamente aumenté al incrementar la concentracién de hem
extracelular, desde 1,65 £ 0,10 nmoles Fe/mg proteina para el basal hasta 5,04 £ 0,60
para una concentracién de 50 uM de Fe hem extracelular (ANOVA una via, F: 29,1;

p<0,001; Figura 4).

nmoleg Fe/mg proteina

0 0.6 5 10 20 ]
Hem extracelular, M

Figura 4. Contenido de Fe interno en células Caco-2 tratadas por 24 horas con
concentraciones crecientes de hem. El nivel de Fe intracelular total en células
incubadas por 24 hrs con distintas concentraciones de hem fue determinado a partir de
extractos celulares por medio de espectrofotometria de absorcién atdmica. (Promedio %

DE. n=3 experimentos independientes en duplicado; ANOVA una via, F: 29,1; * p<0,001).
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Previamente han sido publicado estudios que demuestran que la expresion de
ho-1 aumenta en presencia de hem (Cable y cols., 1993) y que este aumento es
dependiente de la concentracion (Uc y Britigan, 2003). El analisis densitométrico de las
bandas obtenidas por RT-PCR mostré que la expresion de ho-1 en células Caco-2
responde de manera dependiente de la dosis de hem, observandose un aumento a
mayores concentraciones (Figura 5A, B). Entre el basal y 50 uM hem hay una
diferencia de 1,75 £ 0,23 veces en la expresion (ANOVA una via, F: 5,34; p<0,01). Este
aumento en los niveles de mensajero se correlacionan con un incremento en la

actividad de la enzima HO-1 (Figura 5C).

A
0 0,5 5 10 20 50 pMhem

ho-1 Actividad HO-1

(@]
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mRNA ho-1/mRNA actina, [0
UA
pmoles bilirrubina/mg
proteina hr

T T T T T

0 05 5 10 20 50 10 20 30 40 50
Hem extracelular, pM Hemextracelular, uM

Figura 5. Expresion relativa de ho-1 y actividad enzimatica en células Caco-2
sometidas a distintas concentraciones de hem por 24 hrs (A). Electroforesis en gel
de agarosa 3% representativa de RT-PCR semi-cuantitativo para ho-1 estandarizado por
B-actina. (B). Andlisis densitométrico de A. (C). Actividad enzimética de HO-1 en funcién
de la concentracion de hem extracelular. (Promedios + DE; n=3, duplicados; ANOVA una

via, F: 5,34; * p < 0,01).
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La expresién de hcp? no mostré una variacion tan marcada como la observada
para ho-1, si bien parece que el nivel de expresiéon aumento a mayor concentracion de
hem extracelular (Figura 6A). La expresion aumenté hasta alcanzar un maximo a 20
MM hem, con un incremento cercano a 1,4 veces la expresion basal, pero a diferencia
de ho-1 disminuyé a 50 uM hem llegando a un nivel cercano al basal. Sin embargo,

esta variacion no fue estadisticamente significativa.

En el caso de flver, el patron de variacion de la expresion es similar al observado
para ho-1, su expresion aumentd junto con la concentracion de hem extracelular,
alcanzando una induccion de 2,12 * 0,44 veces la expresion basal para una
concentracion de 20 uM (ANOVA una via, F: 6,56; p<0,01), al igual que hcp1, presenta

una disminucién de la expresion para 50 yM. (Figura 6B).

50 BM hem 0
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Figura 6. Respuesta de hcp1 y fiver a distintas concentraciones de hem. Células Caco-2

fueron incubadas por 24 hrs con 0-50 pM hem y se analizaron densitométricamente los

productos de RT-PCRs semi-cuantitativos para hcp? y fiver. Geles representativos y expresion

relativa de: (A) hcp? y (B) fiver; en funcién de la concentracion de hem. (Promedios + DE; n=3,

duplicados, ANOVA una via, F: 6,56; * p < 0,01)
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Estos resultados sugieren que la expresion de ho-1 y fiver pero no la de hep? es

inducible por hem y esta induccién es dependiente de la concentracion.

3.2 Anilisis de la expresion de hep1, fiver y ho-1 en respuesta a un estimulo de
Fe heminico crénico.

Al someter a células Caco-2 a un estimulo de distintas concentraciones de hem
por 24 hrs, los niveles relativos de mRNA de ho-1, hept v fiver se ven afectados de
manera dependiente de la concentracién. Para determinar si esta variacion se
mantiene cuando el estimulo es mas prolongado, las células se incubaron por 5 dias
con las mismas concentraciones de Fe hem extracelular que en el caso anterior y se
determinaron los niveles de expresion relativos de ho-1, hep1 vy fiver. Al mantener las
células bajo estas condiciones, el Fe intracelular aumenté junto con la concentracién
de hem, alcanzando valores mayores que los observados con la incubacién de 24 hrs,
desde 1,64 + 0,40 en el basal a 6,71 + 0,52 nmoles Fe/mg proteina a 50 uM de Fe hem
externo (ANOVA una via, F: 47,8; p<0,001; Figura 7A).

En este caso, la expresién de ho-1 perdi6 el patrén observado con anterioridad,
volviéndose relativamente constante independiente de la concentracion de hem
externo y sin variacién significativa (Figura 7B). Hep? tampoco mostrd variaciones
significativas a ninguna concentracion de Fe hem extracelular (Figura 7C). Para fiver
Unicamente se obtuvo una induccién significativa a 20 pM, con una variacién de sélo
1,55 + 0,11 veces la expresién basal comparada con la obtenida a las 24 hrs de

incubacion (Figura 7D).
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Figura 7. Contenido de Fe intemo y expresion de ho-1, hcp1 y flver en células
Caco-2 incubadas por 5 dias con hem. (A) Fe intracelular total aumenta a mayores
concentraciones de hem. La expresion de (B) ho-1 y (C) hcp1 es relativamente constante
para cualquier concentracién de hem.(D) Fivcr aun presenta una induccion significativa a
20 yM hem (Promedios + DE; n = 3, duplicados, t-Student: * p < 0,05; ANOVA una via, F:

47,8; ** p<0,001)
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3.3 Andlisis de la expresion de hcp1, fiver y ho-1 en respuesta al tiempo de
estimulo con Fe heminico.

Los genes involucrados en el metabolismo de hem presentaron un patrén de
expresion diferente dependiendo de si el estimulo con diferentes concentraciones de
hem es dado por 24 hrs o por 5 dias, por lo que el tiempo de exposicién parece jugar
un papel importante en la regulacion de la expresion. Para estudiar como se comporta
la expresion de ho-1, hep1 y fiver dependiendo del tiempo de estimulo, células Caco-2
fueron tratadas con una misma concentracion de hem extracelular (20 pM), por
diferentes tiempos. Como es de esperar, a medida que el tiempo de exposicién a hem
aumenta, las células presentan mayor contenido de Fe interno, siendo a 50 uM de 6,55
% 0,75 nmoles Fe/mg protefna, mientras que el nivel basal sélo alcanzé a 2,57 + 0,16.

(ANOVA una via, F: 35,04, p<0,001; Figura 8).

nmoles Fe/mg proteina

Q 12 24 48 72 96
Tiempo, hrs

Figura 8. Niveles de Fe intracelular en células Caco-2 tratadas por diferentes
tiempos con 20 pM hem. Aumento del contenido de Fe intracelular con el tiempo en
células expuestas a hem. (Fromedios * DE; n = 3, duplicados; *; ANOVA una via, F:

35,04, p<0,001)
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Uc y Britigan (2003) reportaron que ho-1 alcanza un maximo de expresiéon a las
12 hrs de exposicion a hem para luego ir disminuyendo a medida que aumenta el
tiempo de exposicion. Este mismo comportamiento se observé en este estudio, la
expresion de ho-1 alcanzo un valor maximo cuando las células fueron tratadas por 12
hrs, llegando a ser de 1,96 + 0,30 veces la expresion basal (ANOVA una via, F: 3,90;
p<0,05), luego de lo cual la expresion comenzé a declinar y se volvié relativamente
constante para tiempos superiores a 48 hrs (Figura 9A). Los niveles de expresion se

correlacionan con la actividad de HO (Figura 9B).

ho-1 Actividad HO-1

2.04 1.24
1.0
1.5
0.8

1.04 0.6

proteina hr

0.4
0.5+
0.2+

mRNA ho-1/mRNA actina,
UA
nmoles bilirrubina/mg

Tiempo, hrs Tiempo, hrs

Figura 9. Relacion entra la expresion de ho-1 y la actividad HO segtin el tiempo de
exposicion a hem. (A) Niveles relativos de mRNA de ho-71 en células Caco-2. (B)
Actividad de Hem oxigenasa intracelular. (Promedios + DE; n = 3, duplicados; t-Student: *

p<0,05; ANOVA una via, F: 3.90; ** p<0.05)

A diferencia de ho-1, a las 12 hrs de tratamiento hcp? no presenté una variaciéon

de su expresion comparado con el nivel basal. En cambio, cuando el tiempo de
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estimulo fue de 24 hrs se obtuvo la mayor expresion, sin embargo no fue
estadisticamente significativa. Luego, la expresion decayé paulatinamente a medida
que el tiempo de exposicion aumenté (Figura 10A). Para flver en cambio, la respuesta
es muy similar a la observada para ho-1, hay un aumento significativo de la expresiéon a
las 12 y 24 hrs, para luego disminuir a niveles basales (ANOVA una via, F: 3,64,
p<0,05). Cuando el estimulo fue dado por 12 hrs la expresiéon aumenté en 2,36 £ 0,53
veces, mientras que cuando fue de 24 hrs |la expresion fue de 2,01 + 0,44 veces con
respecto a la expresion basal (Figura 10B). Estos resultados muestran que la expresion

de ho-1y fiver es dependiente del tiempo de exposicion a hem, no asi la de hcp1.
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Figura 10. Analisis de la expresion de ho-1 y fivcr frente al tiempo de estimulo con
hem. (A) Expresion de hcp7; (B) La expresion de fiver alcanza un maximo cuando el
tiempo de exposicion a hem es de 12 hrs (Promedios + DE; n = 3, duplicados; ANOVA

una via, F: 3.64; * p<0,05)
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3.4 Analisis de la expresion de hcp1, fiver y ho-1 en respuesta a un estimulo de
Fe no-heminico.

Los resultados anteriores muestran que al incubar células Caco-2 con hem se
produce un efecto en la expresion de los genes ho-7 y fiver, y que este efecto es
dependiente de la concentracién y del tiempo por el cual las células son expuestas al
estimulo. En el caso de ho-1, se sabe que el aumento en la expresion inducida por
hem es debido a un efecto directo de la molécula, mediante |a inactivacién del represor
transcripcional Bach1. Sin embargo, no se ha reportado que en el gen fiver existan
mofivos similares a los presentes en el promotor de ho-7 que permitan la regulacion
por hem, por lo que es posible que la variacidon de los niveles de mRNA no sea un
efecto directo, sino que producto del aumento del Fe intracelular, el cual es liberado por
la accion de HO-1 sobre la molécula de hem. Para determinar si el Fe no-heminico es
capaz de alterar la transcripcién de hcp? y fiver se incubaron células Cace-2 con
distintas concentraciones de Fe-NTA por 24 hrs y se determind el efecto en la
transcripcion de la misma forma que en los casos anteriores. Estas células aumentan
su contenido de Fe interno a medida que la concentracién de Fe extracelular es mayor
{ANOVA una via, F: 64,03; p<0,001; Figura 11A). La incubacidn con Fe no-heminico no
mostré efectos significativos a ninguna concentracién en la expresién de ho-1
comparado con las células controles (Figura 11B), tal como se ha reportado
anteriormente (Latunde-Dada y cols., 2008). Tanto para hcp? como para fiver se
obtuvo un resultado similar, no existe una variacién significativa de su expresién para
ninguna concentracién de Fe, a pesar de para flvcr se observa un aumento a 10-20 M

Fe (Figura 11C y D).
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Figura 11. Efecto del Fe no-hem en la expresion de ho-1, hcp1 y fiver en células
Caco-2. (A) Incremento del Fe interno luego de una incubacién con concentraciones
‘ crecientes de Fe inorganico. La expresion de (B) ho-1; (C) hcp1 y (D) fiver no varian
significativamente a ninguna concentracién de Fe. (Promedios + DE; n = 3, duplicados;

ANOVA una via, F: 64,03; * p<0,001).
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4. DISCUSION

El hem dietario es una fuente importante de Fe y su absorcion difiere de la del Fe
inorganico. El modelo de absorcion intestinal de hem aceptado actualmente (Oates y
West, 2006) propone que la captacién ocutre por transporte pasivo a través de la
membrana, endocitosis mediada por receptor o a través de un transportador. La
degradacién de hem vy la liberacién de Fe, es llevada a cabo por la enzima microsomal
hem oxigenasa (HO) y la fraccion no degradada es transportado desde las células
enterociticas a través de un exportador en la membrana de la membrana basolateral
(Figura 12). Si bien el rol de HO-1 ha sido ampliamente estudiado, poco se conoce
acerca de los procesos implicados en el transporte de hem a través de la mucosa
intestinal. El reciente descubrimiento de las proteinas de membrana HCP1 y FLVCR ha
contribuido al esclarecimiento de los mecanismos moleculares que subyacen al
transporte de hem. Sin embargo, su real participacién en el proceso de absorcién

intestinal atin no ha sido lo suficientemente estudiada.

En el presente trabajo estudiamos la expresién de los genes de hep? y fiver
junto al de la ho-7 en células Caco-2 y su respuesta frente a estimulos de Fe heminico,
en base a la hipdtesis de que las proteinas involucradas en el metabolismo intestinal
de hem presentan algin tipo de regulacién que permita mantener los niveles
adecuados de Fe corporal, al igual como ocurre en el caso de proteinas que participan

en la absorcidn de Fe inorganico, y esta regulacién puede darse a nivel transcripcional.




Figura 12. Modelo propuesto para la absorciéon y transporte intestinal de
hem. El Fe heminico puede ser captado por la célula intestinal por (1) difusion a
través de la membrana, (2) endocitosis mediada por receptor o (3) a través del
transportador HCP1. En el interior de la célula, el hem puede ser convertido a
biliverdina, CO y Fe(ll) libre por la enzima microsomal HO-1 o transportarse
intacto hacia la circulacion a través del exportador de la membrana basolateral

FLVCR.
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4.1 Contenido intracelular de Fe en células Caco-2 expuestas a hem.

Gran parte de los estudios relativos a la absorcion de Fe heminico utilizan
hemina como fuente de Fe hem. Sin embargo, el uso de hemina presenta dificultades
debido a su insolubilidad y la formacién de agregados. Ademas, se ha descrito que [a
absorcién es més eficiente cuando el hem se encuentra en presencia de globina que
cuando esta solo (Follett y cols., 2002). Por esta razon decidimos utilizar como fuente
de hem un digerido parcial de hemoglobina, el cual se asemeja mas a la condicién
fisiologica de absorcidn a la que estan sometidas las células intestinales. Ademas, para
todos los experimentos llevados a cabo, las células fueron crecidas en deficiencia de
Fe, por lo que se esperaba una alta absorcién de hem. Dado que las células Caco-2
incrementan su contenido interno de Fe cuando aumenta i) la concentracion de hem en
el medio de cultivo y ii) el tiempo de incubacion (Figura 4, 7A y 8A) podemos afirmar

que el digerido de hemoglobina es absorbido y utilizado como fuente de Fe hem.

4.2 Expresion de hcp1, flver y ho-1 en respuesta a la concentracién de Fe

heminico.

Los resultados obtenidos mediante RT-PCR semi-cuantitativo muestran que al
incubar células con Fe hem por 24 hrs, la expresion de ho-1 y fiver varlan de una
manera dependiente de la concentracién, mientras que Acp1 no presenta una variacion

significativa de los niveles de mRNA a ninguna de las concentraciones estudiadas.
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Con respecto a ho-7, este resultado concuerda con los publicados en estudios
previos, los cuales demuestran que en células Caco-2 ho-1 se induce en presencia de
hem y que a mayor concentracién mayor es su induccién (Cable y cols., 1993; Uc y
Britigan, 2003). El mecanismo molecular que subyace a esta induccién esta
caracterizado e involucra la unién de hem al represor transcripcional Bach1, cuya
funcion se inactiva permitiendo la activacion de la transcripcién. Una regulacion de tipo
post-traduccional ha sido también propuesta para HO-1, la cual ademas de sufrir un
aumento en la transcripcion, cambia de una localizacion perinuclear a una cercana a la
membrana plasmatica en presencia de hem (Mendiburo, 2006). La induccién de ho-1
confirma también que a mayor concentracion extracelular de hem mayor es la entrada
de hem a [a célula. Sin embargo, parece ser que este aumento en la captacion no esta
vinculado a un incremento importante en la expresitn de hcp1, ya que ésta no presenta

una variacioén significativa para ninguna concentracion de hem.

Si bien hasta la fecha no existen estudios publicados acerca de la respuesta a Fe
heminico, se sabe que hcp? no se ve afectado transcripcionalmente por e! estatus de
Fe corporal en ratones pero si presenta un cambio de localizacion subcelular,
encontrandose en la membrana apical de enterocitos duodenales en deficiencia de Fe
y desplazandose al citoplasma cuando los animales estan repletos de Fe (Shayeghi y
cols., 2005). Por lo tanto, se puede esperar que en estas células la mayor parte de
HCP1 se encuentre en la membrana apical en condiciones basales, ya que fueron
crecidas en deficiencia de Fe y, por lo tanto, al haber mas hem disponible éste sea

absorbido de manera proporcional.
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El aumento de expresidén de fiver en respuesta a diferentes concentraciones
extracelulares de hem podria significar que un aumento de hem intracelular induce el
transporte a través de la membrana basolateral. Sin embargo, a una concentracién de
50 pM hem, [a expresién de flver cae nuevamente a niveles basales. Esta disminucién
podria deberse a la activacién un mecanismo de proteccion, impidiendo la salida de
hem hacia el exterior basolateral, lo que in vivo significarfa bloguear el fransporte de
hem hacia la circulacién, y asi poder controlar la absorcién de Fe. No se puede
descartar que FLVCR esté presente también en la membrana apical y participe en la
secrecion de hem en ambas direcciones, la cual ha sido previamente reportada (Uc y
cols., 2004), protegiendo asi del dafio oxidativo que puede causar un exceso de hem

en la célula enterocitica.

A diferencia de lo que ocurre para un estimulo de 24 hrs, cuando el hem es
suministrado por 5 dias desaparece la induccion observada anteriormente para ho-1y
fiver, indicando que la célula se adapta a una mayor cantidad de hem externo,
posiblemente disminuyendo su absorcién debido a una regulacion negativa de la
actividad de HCP1 en la membrana apical, el cual podria desplazarse hasta el
citoplasma frente al aumento de Fe intracelular, como se ha reportado en raton

{Shayeghi y cols., 2005).

Mientras que el Fe heminico induce una respuesta dependiente de Ila
concentracién en la expresion de ho-1 y fiver, no se observa el mismo efecto con Fe
inorganico, indicando que la induccién esta mediada por hem y no por el Fe liberado
por su degradacion. Hasta ahora solo se conoce el mecanismo molecular que permite

al hem actuar como inductor de ho-1, pero aun faltar dilucidar si es este mismo
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mecanismo el que estd involucrado en Ja induccion de flver o si ésta ocurre por un

mecanismo diferente.

4.3 Expresién de hcp1, flver y ho-1 en respuesta al tiempo de estimulo con Fe

heminico.

Nuestros resultados muestran que al incubar células Caco-2 con hem por
diferentes periodos de tiempo, a una concentracion de 20 uM, la expresion de ho-1 y
fiver presentan un comportamiento similar, con €l mismo maximo de induccion a las 12
hrs de estimulo, mientras que la expresion de hcp1 no parece variar significativamente
a ninguno de los tiempos estudiades. La concordancia entre ho-7 y fiver podria dar
cuenta de que frente a un aumento de hem intracelular se activan simultaneamente la
degradacién y salida de hem de la célula, por lo que ambas vias competirian al
aumentar la cantidad de hem intracelular. Faltan evidencias que puedan confirmar si e
hem exportado es el mismo hem captado en membrana apical o es hem sintetizado de
novo por la célula. Probablemente, dado [a induccién que sufre ho-1, gran parte del
hem gue ingresa a la célula sea degradado, pero no se puede descartar que una parte

significante permanezca intacta y sea transportada por FLVCR.

En la Figura 14 se muestra un modelo de la regulacién de absorcién de hem,
propuesto en base a los resultados aqui obtenidos y al conocimiento actual sobre el

tema.
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Figura 14. Modelo de regulaciéon de la absorcion de hem. En células intestinales
deficientes en Fe (izquierda) HCP1 se encontraria predominantemente en la membrana
apical y HO-1 y FLVCR presentarian niveles bajos. Al recibir una dosis de hem, esté seria
captado por HCP1, aumentando los niveles de hem intracelular, lo cual desencadenaria un
aumento en los niveles de HO-1 y FLVCR y del Fe interno (derecha). El aumento de FLVCR
implicaria una mayor salida de hem por el extremo basolateral y tal vez también por el
extremo apical. Si el estimulo se prolonga en el tiempo, HCP1 cambiaria su localizacién de
membrana hacia compartimientos citoplasmaticos y por consiguiente disminuiria la entrada

de hem, restableciéndose los niveles de HO-1 y FLVCR.
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5. CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en la presente tesis indican que la exposicién de células

tipo epitelio intestinal Caco-2 a una fuente de Fe-hem produce:

1) Alteraciones en la expresién de los genes implicados en su degradacion y
exportacidn, ho-1 y fiver pero no en del transportador involucrado en su captacion,

hep1.

2) Una regulacion positiva de la expresién de ho-1 y fiver en presencia de hem, lo que
en parte confirma nuestra hipétesis inicial. La expresién de ambos genes presenta un
comportamiento similar a través del tiempo, indicando que posiblemente ambos

procesos, de degradacién y salida de hem, se activan y ocurren en forma paralela.
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