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RESUMEN

Puede   considerarse   que   el   hierro   en   el   organismo   se   encuentra   en   dos

compartimentos,  uno  funcional  formado  por  proteinas,  entre  las  que  se  incluyen  la

hemoglobina,  mioglobina,  transferrina y  enzimas  que  requieren  hierro  como  cofactor,

como grupo prostetico o como griipo hem; y un compartimiento de dep6sito, constituido

por la ferritina y la hemosiderina, que .constituyen las reservas corporales de este metal.

Es  sabido  que  la  absorci6n  de  hierro  heminico  y  de  hierro  no  heminico  son

independientes.

La   captaci6n   de   hierro   heminico   por   parte   de   enterocitos   no   esta   bien

esclarecida, y se ha sugerido que podrfa ocurrir mediante micro-endocitosis, endocitosis

mediada  por  receptor  o,  incluso  por  flujo  a  trav6s  de  la  membrana  en  un  proceso

independiente  de  receptor  (ya  que  el  grupo  heminico  se  intercalaria  en  el  ambiente

hidrofobico de la bicapa lipidica).

Recientemente,   se   identific6  un  transportador  de  hierro  heminico  intestinal,

denominado HCpl resolviendo parte de esta inc6gnita. Sin embargo, el dilema contintia

debido a que, usando la t6cnica de siARN (ARN de interferencia pequefios) se bloque6

la actividad  del transportador,  pero no  se  detuvo  por completo  la captaci6n  de  hierro

heminico, lo que evidencia otra via de ingreso a la celula intestinal, ann no descubierta.

El  objetivo  de  este  trabajo  es  identificar  y  caracterizar  estas  otras  vias  de

captaci6n  de  hierro  heminico.  Para  ello  utilizamos  como  sistema  modelo  de  epitelio

intestinal c6lulas Caco-2, en las cuales caracterizamos el proceso de captaci6n de hierro

hemi'nico.   Nuestros   resultados   indican   que   este   es   un   proceso   dependiente   de   la

temperatura,  saturable en el tiempo, que modifica la maquinaria celular al aumentar la

expresi6n de proteinas vinculadas a su propio metabolismo como HO1, que ingresa a la
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celula  mas  eficientemente  que  la  mol6cula  completa  de  hemoglobina,  pero  a  niveles

mucho menores al hierro inorganico libre, que la entrada de la molecula de Fe hem se

ve disminuida en presencia de calcio, y favorecida cuando se encuentran quelantes del

mismo  en  el medio  (EDTA  o  EGTA),  que  al  disminuir el  colesterol  en  la membrana

aumenta su captaci6n, que la disrupci6n de microthbulos no tiene un efecto significativo

en dicho proceso, que la disrupci6n de filamentos de actina aumenta la captaci6n de Fe

hem,  que  al  bloquear  el  trdfico  de  proteinas  entre  el  aparato  de  Golgi  y  el  reticulo

endoplasmatico existe un aumento ligero de la captaci6n de Fe hem, y que al bloquear la

endocitosis de proteinas con 6xido de fenilarsina se aprecia un aumento significativo en

la captaci6n de hierro heminico.

Estos   resultados   y   los   obtenidos   con   tratamientos   con   inhibidores   de   la

endocitosis  en  c6lulas  Caco-2,  mos  permite  concluir  que  el  ingreso  mediado  por  el

transportador HCpl  no es la inica forma de entrada de Fe hem a la celula, HCpl juega

un  rol  preponderante  en  la  captaci6n,  ademas  del  Fe  hem  que  pudiera  ingresar  a  la

c6lula a trav6s de procesos endociticos especificos o  inespecificos. El  efecto  inhibidor

en la captaci6n de hierro heminico por calcio, podria explicarse por un efecto de este ion

sobre el transportador HCpl  o sobre la(s) otra(s) vi'a(s) de ingreso de Fe hem. Nuestros

resultados apoyan la hip6tesis de que el calcio de alguna forma afecta el funcionamiento

de HCP 1 .

Igualmente,  nuestros resultados pemiten confimar nuestra hip6tesis  inicial  de

que la entrada de hierro hemi'nico a la c6lula de epitelio intestinal es regulada por una o

mss  proteinas  presentes  en  la  membrana  (como  HCP1),  que  responden  a  estinulos

como  cambios  de  temperatura,   a  la  concentraci6n  de  ligando  o  a  otros  elementos

presentes en el medio (como calcio) y que se ven afectadas al interrumpir o alterar su

tfafico y destinamiento, o la composici6n de la propia membrana. Un aporte al modelo
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de captaci6n de Fe hem por parte de  la c5lula de epitelio intestinal,  incluiria entonces

dos vfas de entrada para esta mol6cula a la c5lula, siendo la principal a traves de HCP1,

y una con menor capacidad de transporte mediante  pinocitosis  o  endocitosis mediada

por receptor.
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INTRODUCCION

I. Aspectos Generates

Las celulas mantienen su medio intemo estable obteniendo nutrientes del exterior

y eliminando sustancias procedentes del metabolismo a trav6s de la membrana celular.

La  membrana  plasmatica  debido  a  su  estructura  lipoproteica  permite  el  transporte

selectivo  de  mol6culas  y  iones  de  un  compartimiento  a  otro.   Los  mecanismos  de

transporte   de   solutos   a   trav6s   de   la   membrana,   dependen   de   las   caracteristicas

moleculares del soluto a transportar.

Las  mol6culas  hidrofobicas  pequefias   se  transportan  a  trav6s   de   la  bicapa

fosfolipidica.   En   cambio   los   iones,   moleculas   organicas   polares   y   el   agua   son

transportados a trav5s de proteinas integrales de membrana  especificas.   Las mol6culas

organicas   polares   de   bajo   peso   molecular  y   los   iones   pueden   ingresar   mediante

transporte  pasivo  (difusi6n  facilitada)  o  transporte  activo  (activo  primario,  donde  la

energia  proviene  de  rna  reacci6n  bioquinica  como  la  hidr6lisis  de  ATP;  o  activo

secundario, que utiliza la energia proveniente del gradiente de potencial electroquimico

generado  por  la  diferencia  en  las  concentraciones  de  un  soluto  a  anbos  lados  de  la

membrana). Los iones tambien se pueden transportar pasivamente a trav5s de canales de

iones.   Las  moleculas  de  alto  peso  molecular  en  cambio,  ingresan  a  la  c6lula  por

endocitosis.



Todas  las  c5lulas  eucariontes  exhiben  una  o  mds  fomas  de  endocitosis.  La

endocitosis juega  un  papel  en  la  mantenci6n  de  la  homeostasis  celular,  recuperando

proteinas y componentes lipidicos insertados en la membrana,  a trav6s de su actividad

secretora (Alberts y col.1996; Mellman,1996).

Se  denomina  fagocitosis  a  la  intemalizaci6n  de  grandes  particulas  (diinetro

superior  a  0,5   micrones),  habilidad  que   esta  asociada  principalmente  a  protozoos

fagociticos  (Dycfz.as'/e/I.I/ffl,  4ccz#/fecz"oebcrJ  o  leucocitos  que  participan  en  el  sistema

irmune  de  los  mamiferos  (Mellman,  1996).  Por  otra parte,  el  termino  pinocitosis  se

refiere  a  la  formaci6n  constitutiva  de  vesiculas  mds pequefias  (diametro  menor  a  0,2

micrones)  1as  que  transportan  fluido  extracelular  y  macromol6culas  unidas  en  foma

especifica  o  inespecffica  a  la  membrana.  Estas  vesiculas  se  forman  usualmente  por

estructuras  de  clatrina,  pero   en  forma  altemativa  se  pueden  formar  vesiculas  de

caveolina y/o  un mecanismo  basado  en actina  (Mellman,  1996).  Por lo  general  dos  o

mas de estos mecanismos coexisten en un mismo tipo celular (Mellman, 1996).

11. Homeostasis de hierro

El hierro (Fe) es un elemento esencial para todas las fomas de vida al participar

en procesos de oxido-reducci6n, transporte y manejo de 02 (hemoglobina y mioglobina),

transporte de  electrones  (citocromos),  metabolismo  de neurotransmisores y sfntesis  de

ADN (Crichton,1991). Este metal tiene ademas la capacidad de generar radicales libres a

trav6s  de  la reacci6n  de  Fenton,  que  dafian  componentes  biol6gicos  esenciales  como



li'pidos,  proteinas  y  ADN  (Mccord,   1998),  por    lo  tanto  su  metabolismo  debe  ser

controlado mediante un potente sistema regulador q7orrelat y col, 2000).

Puede  considerarse  que  el  hierro  dentro  del  organismo  se  encuentra  formando

dos compartimentos:  uno  funcional  fomado por numerosas proteinas,  entre las que se

incluyen  la  hemoglobina,  mioglobina,  transferrina  y  las  enzinas  que  requieren  hierro

como cofactor o como grupo prost6tico, ya sea en forma i6nica o como grupo hem, y un

compartimiento   de   dep6sito,   constrfuido   por   la   ferritina   y   la   hemosiderina,   que

constituyen las reservas corporales de este metal (Forrelat y col, 2000).

El contenido total de hierro en un individuo normal es de aproximadamente 3,5 a

4 gramos  en  la mujer y  de  4  a 5  gramos  en el  hombre.  En  individuos  con un  estado

nutricional 6ptimo, alrededor del 65% de hierro se encuentra en forma de hemoglobina,

5%  en enzinas,  10%  en mioglobina,  20%  como  hieno de dep6sito y  solo entre 0,1  y

0,2% como hierro de transporte en forma de transferrina (Figura 1 ; Forrelat y col, 2000).

Figure I. Composici6n corporal de hierro. Conformaci6n porcentual de hierro a nivel
corporal en individuos con alimentaci6n dentro de los niveles adecundos de nutrici6n.



Recientemente   se   ham   identificado   nuevas   protefnas   que   participan   en   la

absorci6n intestinal de Fe no hem, y se han publicado trabajos enfocados al transporte de
{

Fe  vinculado  a  la  hemocromatosis  hereditaria  (Fleming  &  Sly,  2002;  Hediger  y  col,    .

2002; Nufiez y col,  2000).  Interesantemente, el mecanismo  de la absorci6n de Fe hem

continda siendo un misterio, a pesar de su importancia en terminos nutricionales y del

hecho de que su absorci6n es mas eficiente que la de Fe no hem (Miret y col, 2003).

Ill. Captaci6n de Fe Inorganico.

EI  Fe  no  heminico  (o  inorginico)  existe  en la dieta en forma ferrosa reducida

(Fe+2), o foma ferrica oxidada (Fe+3). EI Fe+2 entra a la c5lula trav6s del transportador

apical DMT1  (Divalent Metal Transporter 1) al espacio intracelular (Courad & Umbreit,

2002).  Bajo  condiciones  fisiol6gicas normales  (pH neutro  y presencia de  oxigeno),  el

Fe+2 es oxidado fapidamente a Fe+3, el cual precipita como hidr6xido de Fe. En el lumen

del  intestino  el hierro probablemente  se encuentra como  Fe+3  y, por  lo tanto,  con baja

biodisponibilidad (Miret y col, 2003).  EI Fe inorginico es absorbido en bajas cantidades

en la primera parte del intestino delgado (duodeno y parte del yeyuno), donde el pH es

a`in acido,  lo  cual favorece su solubilizaci6n y reducci6n de Fe+3  a Fe+2, la que  se ve

estimulada por la presencia de acido asc6rbico o por la acci6n de la ferrireductasa apical

Dyct b del enterocito. (Conrad & Umbreit, 2002).



IV. Captaci6n de Fe Organico

El  hierro  heminico  (Protoporfirina  ferrosa  IX)  es  un  cofactor  importante  de

proteinas celulares como los citocromos, hemoglobina, y mioglobina, que participan en

el transporte de  oxigeno,  reacciones  de transferencia electr6hica y  otras  reacciones de

6xido reducci6n (Lippard & Berg, 1994).

Es   sabido   que   la   absorci6n   del   Fe   heminico   y   del   Fe   no   heminico   son

independientes (Halberg & Bjomm-Rasmush,  1972). EI Fe heminico se encuentra en la

dieta  de  poblaciones  consumidoras  de  cane,  y  constituye  rna  importante  fuente  de

hierro.  Contrarianente al  Fe inorganico, el Fe hemhico es altamente biodisponible.  Se

ha demostrado  que el  anillo metaloporfirinico  se  separa de  la globina en el  lumen del

intestino, y que la metaloporfinna intacta es transportada a trav5s de la membrana apical

sin ser degradada a Fe libre y porfirina.

Una vez en la celula, el hierro heminico es liberado del nticleo porfirinico como

Fe+3, mon6xido de carbono y biliverdina en una reacci6n catalizada por la enzima hem

oxigenasa (HO) en compartinentos microsomales (Figura 2). EI Fe+3  es reducido y asi

pasa a formar parte del pool de hierro intemo de la c6lula, donde comparte su salida del

enterocito  con  el  hierro  que  ingresa  en  estado  inorginico.   La  captaci6n  de  hierro

heminico  disminuye  a lo  largo  del  intestino  (mayor  en  duodeno,  menor  en yeyuno  y

escasa en ileon), por esta raz6n la capacidad de aprovechar esta fuente de hierro entre

distintas especies varia, siendo mayor en caninos que en roedores (Miret y col, 2003).



Parte  de  la inc6gnita respecto  de  la absorci6n del  Fe hem,  ha sido  resuelta,  al

identificarse  un  transportador de  Fe  heminico  intestinal,  denominado  HCP1  @roteina

|ransportadora  de  Hierro  Heminico)  que  presenta  alta  homologia  con  proteinas  que

otorgan  resistencia  a  tetraciclina.  Se  ha  encontrado     que  al  usar  siARN  (ARN  de

interferencia pequefios)  se puede bloquear la actividad del transportador,  sin detenerse

por completo  la captaci6n de Fe heminico,  lo  que  indica la existencia de   otra via de

ingreso a la c6lula intestinal, ath no descubierta (Shayeghi y col, 2005)

Bflirerdha IXo

ei.arsl + q            co+ nAz}gr + rtii.

Hem

Figura  2.   I)egradaci6n   de  Fe  hem   por  HO1.     Degradaci6n  del  hierro  hemfnico   a
biliverdina por  la accidn  de  la enzima microsomal Hem  oxigenasa.  La estequiometria  de
esta reacci6n es tres moles de 02 y tres moles de NADPH por mol de hierro heminico.

V. Naturaleza del prob]ema

La absorci6n de hierro hemhico por parte del enterocito no esta bien esclarecida

ath, y se ha sugerido  que podia ocurrir mediante (a) un proceso de micro-endocitosis

(Wyllie  &  Kaufinan,  1982;  Parmley y  col,1981).  Al tomar  imagenes  de  microscopia

6ptica   se   observa   la   molecula   de   Fe   hem   en   microvesfculas   y   posteriormente

degradindose  en  lisosomas,  a)  endocitosis mediada por receptor (Worthington y  col,



2001 ; Grasbeck y col,1982) al encontrarse un receptor putativo en epitelio intestinal de

cerdo, (c) difusi6n facilitada a trav6s de HCP 1, proteina caracterizada en ratas (Shayeghi

y col,  2005),  o  (d) por flujo  a trav6s de  la membrana en un proceso  independiente de

receptor,  en el  que  el  grupo hemhico  se intercalaria en el  anbiente hidrofobico  de la

bicapa lipidica (Liem y col,1994; Light & Olson,1990).

De acuerdo con estos antecedentes, la captaci6n de hierro heminico en celulas de

epitelio intestinal estaria simultineamente involucrando mas de un sistema de captaci6n.

Para identificar estos sistemas, se hace necesario caracterizar este proceso, determinando

como se ve afectada su captaci6n por factores como la concentraci6n de hierro heminico

en  el  medio,  como  responde  a  cambios  en  la  concentraci6n  de  solutos  en  el  lunen

intestinal  ,  y  deteminando  si  alteraciones  en  las  distintas  formas  de  captaci6n  de  las

c6lulas intestinales afectan su intemalizaci6n.

VI. Hip6tesis de trabajo

Para  explicar  el  proceso   de   captaci6n  de  hierro   heminico   desde   el   lumen

intestinal  a  la  c6lula  de  epitelio  intestinal,  hemos  propuesto  la  siguiente  hip6tesis  de

trabajo: "La entrada del hierro heminico al enterocito esta regulada por proteinas

presentes en la membrana apical de la c6Iu]a intestinal, que responden a estimulos

como  cambios  de temperatura, a la  concentraci6n del ]igando o a otros  elementos

como calcio en e[ medio, que se ven afectadas al interrumpir o alterar su trafico y/o

destino o  al modificar la composici6n de ]a pl.opia membrana p[asmatica".



VII. Objetivos

Obj etivo General

Para  probar  nuestra  hip6tesis,  se  planted  como  objetivo  general  ``Estudiar  el

mecanismo mediante el cual la molecu]a de hierro heminico ingresa a trav6s de la

membrana apical de c6lulas  de la linea tipo epitelio intestinal Caco-2".

Obj etivos Especificos

1.   Caracterizar cin6ticamente la captaci6n apical y transporte apical-basolateral  de  Fe

eminico.

2.   Estudiar la dependencia de la temperatura de la captaci6n de Fe hemhico.

3.   Estudiar si el proceso de endocitosis mediado por clatrina participa en la captaci6n

de Fe heminico.

4.   Estudiar el efecto del calcio en la captaci6n de Fe hemhico.

5.   Analizar  el  efecto  en  la  captaci6n  de  hierro  heminico  de  drogas  inhibidoras  de

distintos procesos endociticos.

6.    Observar la localizaci6n intracelular de la enzima hem oxigenasa  1  (HO1), enzima

responsable  de  la  liberaci6n  de  hierro  libre  a  partir  de  la  mol6cula  de  hierro

heminico.



MATERIALHS Y METODOS

RATERIALES

Reactivos

Los reactivos utilizados en la presente tesis tuvieron el siguiente origen:

Sigma:

Merck:

Gibco:

Wilkler:

Suero fetal bovino, PB S , penicilina/estreptomicina, nonidet

P40, betamercaptoetanol, trit6n X100, azul de bromofenol,

pepsina,   6xido   de   fenilarsina,   brefeldina   A,   metil-P-

ciclodextrina, nocodazol, citocalasina D, colchicina, c6ctel

inhibidor  de  proteasas,   IgG   anti-actina  desarrollado   en

rat6n.

Nacl,  Kcl,  NaoH,   Hcl,   tween  20,  bisacrilamida,   D-

manitol,  reactivo  de  Folin-Ciocalteus, NaHC03,  Na2C03,

Cac12, Fec13.

Fungizona, DMEM, Iscove, Tris, SDS, acrilainida, EDTA,

bicarbonato    de    sodio,    glicerol,    azul    de    Coomassie,

TEMED, tripsina, antibi6tico/antimic6tico.

Etanol, metanol, glicina, albinina de suero bovino.



National Diagnostics :

Invitrogen:

Santa Cruz Biotechnology:

Chemicon International :

Molecular Probes :

Drag Phama:

Applichem:

Equipos

Ultrafltior.

Marcador de peso molecular pretefiido de proteinas.

IgG unido a peroxidasa de fabano anti-mouse y anti-rabbit.

IgG anti-Hol desarrollado en conejo.

IgG anti S-Glutl desarrollado en conejo.

KitmarcadortricolordelgGZenonTM.

Ketostop, Pacifor.

Kit quimioluminiscente para peroxidasa de rabano.

1)   Contador de centelleo liquido, Canberra-Packard TR-1600.

2)   Incubadora C02, Water Jacketed, Shel Lab.

3)   Canpana de flujo laminar, F.aster.

4)   Mini Gel BIORAD, Mini Proteans.

5)   BIORAD Transblot.

6)   Microscopio confocal, Carl Zeiss LSM510.
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7)   Espectr6metro de absorci6n at6mica, Perkin Elmer SIMAA 6100.

8)   Lector de placas, Metertech 960.

Material de Cultivo

1)    Botellas  plasticas  de  40  ml,  area  de  crecimiento  25   cm2,  Orange  Scientific

(2020100).

2)    Botellas  pldsticas  de  270  ml,  area  de  crecimiento  75  cm2,  Orange  Scientific

(2020200).

3)    Placas de cultivo de 6 pocillos, 35 mm de diinetro,Orange Scientific (2020500).

4)    Placas de cultivo de 12 pocillos, 22 mm de diinetro,Orange Scientific

(2020400).

5)    Placas de cultivo de 24 pocillos,16 mm de diinetro,Orange Scientific

(2020300).

6)    Tubos de centrrfuga pldsticos Falcon,15 y 50 ml.

7)    Pipetas pldsticas desechables costar,10 ml (4101).

8)    Unidades de filtraci6n desechables, tanafio de poro 0,2 lam, Costar, 500 ml

(8344) y 1000 ml (8354).

9)    Placas de ELISA,Nunc. Inc.

10)  Insertos bicalnerales de policarbonato, Transwell 6.5mln (3413).
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C6Iulas Caco-2

La  linea  celular  Caco-2  de  la  American  Type  Culture  Collection  (#  HT837,

Rockville, MD), es derivada originalmente de un cancer de colon (Fogh y col,  1977), y

se utilizan como modelo de epitelio intestinal (Pitt y col,1987; Arturson,1991 ; Alvarez-

Hemindez y col,  1991). Estas c6lulas expresan el transportador Glut-5, un marcador de

microvellosidad  de  intestino  delgado  que  no  se  encuentra  en  colon  (Mahraoui  y  col,

1992).  Crecen  en  monocapas  celulares  altamente  polarizadas  y  pueden  ser  utilizadas

para transporte  vectorial  (Audus  y  col,  1990),  presentan inhibici6n de  la proliferaci6n

por contacto, forman uniones estrechas con rna resistencia transepitelial de 280 a 320

ohm  x  cm2  y  abundantes  microvellosidades.  Estas  c5lulas  pueden  cultivarse  tanto  en

plastico como en insertos bicamerales.

METODOS

1.   Cultivo  Celular: C5lulas  Caco-2  (HT837),  fueron  mantenidas  en  medio  mhimo

esencial  bajo  en minerales  (Iscove,  Gibco),  mas  suero  fetal  de  bovino  bajo  en hierro

(SFB)  al  10%,  10  kuth  de  peliicilina/estreptomicina  y  fungizona  25  mg/L.   1  x  105

c6lulas/ml fueron crecidas en botellas de 40 ml  (area de crecimiento 25  cm2) por siete

dfas   a  37°  C,   5%   C02.   Durante  este  pen'odo,  las  c6lulas  alcanzaron  confluencia,
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obteni6ndose  aproximadamente  1,5  a  3,0  x  106  c6lulas/ml.  Luego  las  celulas  fueron

tripsinizadas y resembradas en iguales condiciones.

2.  Pre araci6n de Suero Fetal de Bovino ba e7z Fe..  EI  SFB bajo en Fe fue preparado

titulando el  SFB  con 300 g/L de Chelex  100 a pH 4,5.  Luego se incub6 por 2 horas a

temperatura  ambiente  con agitaci6n  constante,  para  finalmente  subir  el  pH  a  7,2  con

NaoH, en estas condiciones se incub6 por rna noche a 40 C sin agitaci6n en presencia

del Chelex (Alvarez-Hemindez y col,  1994).  El  contenido  de  Fe  del medio  depletado

fue determinado por espectrofotometria de absorci6n at6mica y la concentraci6n de Fe

en el medio fue siempre menor a 0,5 prM.

j. A4lczrccrcj672 hof6z7jccr de j7e#€og/obj7zcz.. El is6topo 55Fe de alta actividad especffica fue

uusado  como  marcador.  La Hb  marcada fue preparada usando  eritrocitos  de  2  conejos

New Zealand,  de 3  Kg de peso, los cuales recibieron rna inyecci6n intravenosa de  74

MMBq  de  55Fe,  como  citrate  ferrico  diluido  en  2  ml  de  soluci6n  salina.  Quince  dias

despu6s, los copejos fueron sangrados a travds de una punci6n cardiaca.  Los eritrocitos

radioactivos  fueron  centrifugados  (1000  x  g  por  15  minutos  a  220  C),  lavados  con

soluci6n   salina,   hemolisados   por   congelamiento,   y   finalmente   deshidratados   por

liofilizaci6n.   Se   obtuvieron   g16bulos   rojos   secos,   congelados   con   una   actividad

especffica de 2460 kBq por miligrano de Hb.
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4.  Djgtatfc577 de j7e»7og/obj;ccz.. Para produeir mol5culas de Fe hem parcialmente liibre, se

realiz6 una digesti6n parcial  de la hemoglobina (Miller y  col,  1981).  Una soluci6n de

hemoglobina (conteniendo 2 mM Fe) fue digerida con pepsina al 0,1%, y ajustado su pH

a 2,0 con HC1, luego se incub6 por 1 hera, a 37° C, con agitaci6n continua. En este punto

la  soluci6n  fue  diluida  5  veces  adicionando  tamp6n  HEPES  (Acido  N-2-hidroxietil-

piperazina-N'-2-etano   sulfonico),  pH  72;  para  subir  el  pH  a  6,8.   Finalmente   se

centrifug6  a  2500  rpm  por  3  minutos  y  se  recolect6  el  sobrenadante.  Se  estim6  un

porcentede   de   digestion  de   52  ±  3%   midiendo   el   contehide   de   hemoglobina  del

sobrenadante. Este sobrenadante se us6 como fuente de exposici6n de Fe heminico a las

cilulas.   El  hieITo   elemental  fue   determinado  por  espectrofotometria  de  absorci6n

at6mica ¢erkin Elmer, SIMAA 6100). De ahora en adelante al Fe heminico digerido se

le nombrara como Fe hem.

5.  Incubaci6n  de  c6lulas  Caco-2  con  di_f;erentes  concentraciones  de  hierro  hem{nico  e

j73c;rgcz7zjco..  C6lulas Caco-2 fueron crecidas como se explic6 anteriormente, durante una

semana en botellas de 40 mL,  cambiando el medio cada 2  o  3  dias.  La incubaci6n se

hizo usande  una soluci6n de 55Fe hem o  55Fe-nitriloacetato  (55Fe-NTA,  12)  en medio

Iscove,  SFB  bajo  en hielro  10%;  en las  siguientes  concentraciones:  0,  1,  5,10,  20 y 50

prM  de  55Fe,   55Fe-hemoglobina  o   55Fe  hem.  Al  cabo  de  7  dfas,  las  c6lulas  fueron

tripsinizadas  y re-sembradas  (5-10  %  de  las  c6lulas  iniciales,  o  sea  1  x  105),  como  se

eexplic6 anteriormente, por otros 7 dias, con las mismas condiciones.
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6.  Extractos  celulares Fe  z.#trcrce/"/czr..  La  concentraci6n  intracelular  de  hierro  se

determin6 en c6lulas expuestas a tres fuentes de hierro distintas. C6lulas Caco-2 fueron

cultivadas  como  se  explic6  arriba  por  una  semana  en  medio  Iscove  con  diferentes

concentraciones  de  55Fe,  55Fe-hemoglobina y  55Fe  hem.  Despu5s  de  la  incubaci6n,  se

elimin6 el medio de cultivo, se lav6 2 veces con PBS, y luego se incub6 las c6lulas con 5

mL de tampon Tris salino-EDTA (Tris-Hcl 40 mM, Nacl  100 mM, pH 7,5 y EDTA  1

mM), por 10 minutos a 37° C. La suspensi6n celular fue transferida a un tubo de  15 mL

y centrifugada a 1.000 rpm por 10 minutos, descartando el sobrenadante. El precipitado

fue tratado  con tamp6n  de  lisis  (HEPES  10 mM,  pH7,5;  Mgc12  3  mM;  KC140  mM;

Fenilmetilsulfonil   fluoruro   1   mM;   Leupeptina   10   pug/mL;   Aprotinina   0,5   Lig/mL;

Pepstatina A  0,7  pug/mL;  Glicerol  5%;  Ditiotreitol  1  mM;  Triton X-100  0,5%,  Coctel

inhibidor de proteasas  lx) en rna raz6n de  10 LIL de tamp6n por cada 1  x  106 c6lulas .

La mezcla fue agitada en v6rtex por 20 segundos, e incubada por 15 minutos en hielo, y

centrifugada por  10  minutos  a 4°  C  y  15000  rpm.  El  sobrenadante  fue  llevado  a un

volumen  final  de  25  HL  por  cada  mill6n  de  c6lulas  con  tamp6n  de  lisis  sin NP-40,

alicuotado y guardado a -70° C. La deteminaci6n de proteinas de este extracto celular se

realiz6 de acuerdo al m6todo de Lowry (Lowry y col,1951).   La radioactividad de 55Fe

en los extractos celulares fue medida en un contador beta de doble canal y el Fe total por

espectrometrfa de absorci6n at6mica en extractos celulares.
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7.  Medici6n de Ferritina (Fn) Intracelular: La cc>mc;eatracl6n de ferf:tina intlacefular en

los extractos celulares expuestas a concentraciones de 0 a 100 |1M de Fe como Fe-NTA,

Fe-hemoglobina  y  Fe  hem  se  determin6  a partir  de  un  ensayo  ELISA  tipo  sandwich

(Arredondo   y   col,   1997).   Placas   de   ELISA   de   96   pocillos   fondo   plano,   fueron

recubiertas  con   150  [iL  de  anticuerpo  antiferritina  humana  02   iig/inL  en  tamp6n

carbonato  50 mM  (Na2C03  15  mM y NaHC03  35  mM, pH  9,6)  e incubadas por una

noche a 4° C. Las placas fueron incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente con

leche descremada  10%,  en tamp6n fosfalo salino ¢BS)  150 mM 0Jacl  137 mM; Kcl

2,7 mM; Na2HP04  8,I  mM y KH2P04  1,5  mM; pH  7,4),  Tween 20  0,05%  ¢BST)  y

luego  lavadas  tres  veces  con  tanp6n  PBST.  Este  procedimiento  bloque6  sitios  no

especificos de uni6n de proteinas. Luego, a 100 iiL de PBST, BSA 1,0% por pocillo, se

agreg6 en duplicado  10 I+L de ferritina humana estindar (rango 4£ a 225 pM) o  10 iiL

del extracto celular.  Se incub6 por 2 horas a temperatura alnbiente y luego se lav6 tres

veces con PBST. A cada pocillo se agreg6  100  iiL del anticuerpo antifchitina hulnana

conjugado  con peroxidasa de rabano  dilufdo  1#0.000  en tampon PBST-BSA  1,0%,  se

incub6  por  2  horas  a temperatura  ambiente  y posteriomente  se  lav6  ties  veces  con

PBST. Finalmente, a cada pocillo se le agreg6100 [iL de sustrato para la peroxidasa (10

mg  de  dihidrocloruro  de  o-fenilendiamina,  10  I+L  de  H202  en tampon  fosfato  citrico

QTa2IIP04  48  mM,  C6H807  x  H20  102  mM,  pH  5,0)).  Se  incub6  por  30  minutos  a

temperatura ambiente en oscuridad.  La reacci6n se detuvo agregando 50  iiL de H2S04

25%. La densidad 6ptica fue leida a 492 nm en un lector de placas, Metertech 960.
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8.  Exi)erimentos de cavtaci6n v transDorte transeDitelial de Fe hem v Fe inorfdnico en

c6lulas Caco-2: C6lulas Caco-2 fueron sembradas en fiascos de 25 cm2 de superficie y

cultivadas  como  ya fue  descrito,  conteniendo  diferentes  concentraciones  de  Fe hem o

Fe-NTA (1-50 HM). Despu6s de 7 dr'as, c6lulas Caco-2 fueron sembradas en insertos de

policarbonato  de 0,33  cm2 (tanafio  de poro  de 3  Lan) por aproximadanente  12  dias y

fueron incubadas como ya se explic6. El medio fue canbiado cada 3 dias. La formaci6n

de  la  monocapa  se  determin6  midiendo  la  resistencia  el6ctrica  transepitelial  (RET)

(Hidalgo  y  col,  1989;  Peterson  &  Mooseker,  1993)  con un multimetro  volt-ohm,  que

posee un electrodo disefiado para alcanzar los lados apical y basolateral de los insertos.

Los  insertos  fueron utilizados  cuando  alcanzaron  valores  estables  de  resistencia entre

240 y 260 a  .  cm2, existiendo aproximadamente 220.000 celulas por inserto  (Ntifiez y

col,  1996).  El  dia del experimento,  las celulas fueron incubadas  en su lado  apical con

55Fe  hem  o  55Fe-NTA  10  prM,  en tamp6n de transporte  (MOPS-Na 50  mM; Nacl  94

mM; Kcl 74 mM; Mgc12 0,74 mM; Cac121,5 mM: Glucosa 5 mM; pH 6,0) a diferentes

tiempos (0-60 minutos) a 37° C. El lado basolateral contenfa tamp6n de transporte con

desferroxamina 50 prM. Para detener la reacci6n, los insertos fueron lavados 3 veces con

PBS-EDTA  (PBS  lx  con EDTA  1  mM)  frio,  y  las  c5lulas removidas usando tanp6n

Tris salino-EDTA (Tris-Hcl 40 mM; Nacl 100 mM; EDTA 1  mM; pH 7,5). La mezcla

fue   recolectada   y   centrifugada  por   1   minuto   a   10.000   rpm.   El   precipitado   fue

resuspendido, como se dijo anteriormente con tamp6n lisis. La presencia de 55Fe hem y

55Fe  en  los  extractos  celulares  y  el  medio  basolateral  fue  determinada  mediante  un
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contador de centelleo liquido. Para estudiar el efecto de la temperatura, 1os experimentos

de captaci6n reci6n descritos se realizaron a 4 y 25° C.

9.   47.#cc/erz7as  e   i;e;7czt7ioclefeccjo7?es..   Se  realizaron  ensayos  de  Western  blotting  en

extractos celulares para estudiar la expresi6n de hem oxigenasa  1  (HO1).  Extractos de

clelulas  Caco-2  (1   ng/rfu)  fueron  cargados  y  separados  por  electroforesis  en  un  gel

denaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 14%, y, posteriormente transfdidos a una

membrana    de    nitrocelulosa.    El    anticuerpo    primario    contra    HO1    (Santa    Cruz

Biotechnology;  CA, USA)  fue un anticuerpo policlonal desarrollado  en conejo,  contra

una proteina recombinante correspondiente a los aminoacidos  184-288 que se ubican en

el   carboxilo   terminal   de   la  hem   oxigenasa  de   origen  humano.   Como   anticuerpo

secundario  se  us6  inmunoglobulina  G  anti-congjo  desarrollada  en  cabra,  conjugada  a

peroxidasa  de  rabano  (Pierce;  IL,  USA).  Para  examinar  las  membranas  se  utiliz6  el

sistema  de  detecci6n  de  quimioluminiscencia para peroxidasa  de  rfroano  (Applichem,

ALE).  Como control de la cantidad total de proteina cargada en el gel, las membranas

fufueron lavadas con deido citrico  100 mM ®H 3,0) y se rapiti6 el Western blot, esta vez

con   anticuerpo   primario   anti-actina   desarrollado   en   rat6n   (Sigma;   MI,   USA),   y

anticuerpo  secundario  anti-rat6n  desarrollado  en  congjo  y  conjugado  a  peroxidasa de

rtho Cherce; IL-USA).
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10.  Localizaci6n intracelular de Hol  mediante microscoi)ia conf ;ocal: Pana, determ:Irlar

la localizaci6n intracelular de la proteina Hol  respecto a la polarizaci6n de las c6lulas

Caco-2   se   utiliz6   un   microscopio   confocal   Carl   Zeiss   LSM510,   se   estudi6   la

colocalizaci6n  de  Hol  y  s-Glutl  (usande  este  ultimo  como  marcador  de  membrana

apical en c61ulas Caco-2), en celulas control y sometidas a tratamientos inhibidores de la

endocitosis celular de distintus metabolitos. Las c5lulas fueron cultivadas por 7 dias en

cubreobjetos  sumergidos  en pocillos  de  35  mm  de  diinetro.  Luego,  si  correspondia,

fueron sometidas a los tratamientos de depleci6n de potasio o incubaci6n con Nocodazol

(ver mds adelante); y fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS-MC ¢BS lx; Mgc12 1

mM;  Cac12 0,1  mM), para posteriormente ser permeabilizadas con Triton X-100  02%

en PBS. Despu6s, los anticuerpos anti HO1  (Santa Cruz Biotechnology; CA, USA) y s-

Glutl   (Chemicon  International;   CA,  USA),   fueron  incubados   con  Zenon  Tricolor

(Jlabbit  IgG  labeling  kit,  Molecular  Probes;  OR-USA):  Red  para  Hol  y  Green  para

sGlutl  y las celulas incubadas por 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Las

clelulas fueron lavadas con PBS-MC y finalmente observadas por microscopia confocal.

11.   Estudios   de   endocitosis..   acidifiicaci6n  de   citosol  v  depleci6n  de  potasio:  Para.

estudiar  si  la  captaci6n  de  Fe  hem  se  efectha  a  trav6s  de  endocitosis,  o  endocitosis

mediada por receptor, celulas Caco-2 fueron crecidas como se explic6 anteriomente. El

dfa del experimento: (a) para la acidificaci6n de citosol (Sandvig y col,1987), las c6lulas

fueron lavadas dos veces con medio Iscove sin suero, y luego incubadas por 10 minutos

a 37° C con medio Iscove-Acido ac6tico 10 mM, pH 5,0. Las celulas fueron lavadas dos
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veces con tamp6n de union de ligandos frio (medio Iscove sin suero, BSA 0,6%) y (b)

para la  depleci6n de potasio  (Larkin y  col,  1983),  c6lulas  Caco-2  fueron lavadas  con

tamp6n A (HEPES 20 mM pH 7,4; Nacl 140 mM; Cac12  1 mM; Mgc12  1 mM) y luego

incubadas  durante  5  minutes  a 370  C  con medio  hipot6nico  (tampon A:  agua;  1:1)  y

lavadas con tampon de uni6n de ligandos ffio. A continuaci6n, para ambas tecnicas se

procedi6  a incubar las  celulas  con 55Fe hem  50  prM en tamp6n de transporte,  durante

distintos tiempos (0-120 minutos) como en los demds experimentos de captaci6n.

12.  Rol  del  calcio en la caDtaci6n de  hierro  h_em_froic_Q±._ Con ct fin de estndiar el rot del

calcio  en  la captaci6n de Fe hem,  se realizaron ensayos  de  captaci6n de  55Fe hem en

c61ulas Caco-2, como ya se ha descrito, con la diferencia que al tamp6n de transporte se

le agreg6  Cac12,  EDTA o  EGTA  100  |iM;  estos ultimos participando  como  quelantes

general y especffico de calcio, respectivanente.

13.  Ef;ecto de la dei)leci6n de coles[erol a nivel de membrana..  C€*uiras Caco-2 orectdas

en  placas   de   12   o   24   pocillos   durante   10-12   dfas,   fueron  tratadas   con   Metil-b-

ciclodextrina 5 mM en medio Iscove por 30 minutos; con el fin de remover el colesterol

presente en la membrana (Pike & Miller,1998; Rodal y col,1999; Subtil y col,1999). A

continuaci6n,  las  c6lulas  fueron lavadas  con medio  Iscove  sin  suero,  y  se realiz6  con

ellas experimentos de captaci6n de 55Fe hem, como se explic6 en forma anterior.
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14.   Ef;ecto  de   la  disrupci6n  de   microtdbulos..   rLocodazol  y   cchchicina  son  droga.s

utilizadas como agentes disruptores de microthbulos (Boye & Brossi,1992; Decordier y

col, 2002; Maples y col,1997). Celulas Caco-2 crecidas en placas de  12 o 24 pocillos, al

ccabo de 10 a 12 dfas fueron tratadas con nocodazol 5 [iM, o colchicina 10 uM en medio

Iscove, durante 30 minutos, al cabo de los cuales fueron lavadas con medio Iscove sin

sliero  y  sometidas  a  experimentos  de  captaci6n  de  55Fe  hem  o  3H-manitol   segtin

correspondia.

15. Efiecto de la disravci6n de fiilamentos de actina: CELwhas Caco-2 fuelorL tratzrdas esta

vez  con  citocalasina-D  5  ilM  en  medio  Iscove,  por  1  hora  con  el  fin  de  evitar  la

constante polinerizaci6n de filamentos de actina (Rubtsova y col,1998; Jackman y col,

1994;  Maples  y  col,   1997;  Mundy  y  col,  2002),  posterior  a  dicho  tratamiento,  se

realizaron experimentos de captaci6n de 55Fe hem con estas c6lulas.

16.  Inhibici6n del destinamiento de Droteinas ehire reticulo endopldsmico v ai]arato de

§gzgz± Para apreciar el efecto de la inhibici6n del trffico de proteinas recich sintetizadas

entre   reticulo   endapldsmico   y   aparato   de   Golgi,   se   trataron   c6lulas   Caco-2   con

Brefeldina-A @FA)  5  iiM en medio Iscove,  durante 2 horas (Klausner y col,  1992), y

luego se realizaron experimentos de captaci6n de 55Fe hem.
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17. Inhibici6n de la endocitosis i]or 6xido de f;enilarsina (PAO).. El 6ndido de fenl+alst:ina

es rna droga utilizada para provocar un efecto inhibitorio en la endocitosis de distintos

higandos  (Gibson  y  col,   1989).  Para  estudiar  su  efecto   en  la  captaci6n  de  hierro

heminico, celulas Caco-2 crecidas por  12 dias en placas de  12 pocillos, fueron tratadas

con  PAO  10  iiM  en  medio  Iscove,  durante  30  minutos.  El  efecto  se  detemin6  por

ensayos de captaci6n de 55Fe hem realizados con posterioridad al tratamiento.

j8.  J47ed/irf,a esrcrczfsrfco..  Las varial]1es fueron medidas en duplicados o triplicados y los

experimentos  fueron repetidus  al  menos  dos  veces.  Anova de  una via fue usado para

medir las diferencias en promedios. Anova de dos vias y test de Tukey fue usado para

las comparaciones.  Se us6 el programa Sigmastat.  Las diferencias fueron consideradas

significativas si  P < 0,05.
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RESULTADOS

I.   Coutenddo   intracelular   de   hierro   en  c6lulas   Caco-2   incubadas   con   dif;erentes

concehiracione5, de Fe-hemoglobina (Hb). Fe hem v Fe inorfdnico.

C6lulas incubadas por un pasqje (7 dias desde la inoculaci6n hasta que alcanzan

confluencia) col Fe-Hb o Fe hem mostraron concentraciones menores de hierro intemo

queaquellasexjuestasaFeinorginicoenlasmismasconcentracionesmolares¢<0.01).

El contehide intracelular de Fe fue significativamente diferente ®<0.05) entre el Fe-IIb

y el Fe hem al comparar los valores obtenidos para la maxima concentraci6n de hierro

correspondiente  a 50  iiM  ¢igura 3),  En esta concentraci6n de hieITo  extracelular,  los

valoresdehiem;intracelularcorreapondieronal0,8;4,7y32nmoles/ingdeproteina,

para el Fe inorginico, Fe hem y Fe-Hb, respectivamente.

10             20             30             40            50

Fe Erfucelular {pM)

I

Figura  3.   Contenido  intracelular  de  hiel.ro  en   c6lulas  Caco-2.  Las   c6lulas   fueron
incubadas   c'on   Fe   0,   5,    10,   20   y   50   prM   durante   dos   pasajes   (un   pasaje   dura
aproximadapiente  una  semana),  en  las  formas  de  Fe  hemoglobina,  Fe  hem  y  de  hierro
inorginico.  Fl contenido de Fe intracelular fue deteminado midiendo  la radioactividad de
los extractos) celulares a las diferentes concentraciones,  el ninero de experimentos (n) fue
de 3 repeticidnes, con duplicado para cada concentraci6n de Fe extracelular.
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La  concentraci6n  intracelular  de  ferritina  mostr6  una  conducta  similar  a  la  del

hierro  intracelular.  Como  se  observa  en  la Figura 4,  la  concentraci6n  de  ferritina  en

c6lulas incubadas con Fe inorginico  100 LtM fue 9,1  ng de Fn/mg de proteina, que fue

estadisticamente diferente ®<0.05) a la de c6lulas incubadas con Fe-Hb loo LIM (7,3 ng

de Fn/mg de proteina) o con Fe hem 100 HM (6,4 ng de Fn/mg de proteina).

25                 50                75                100

Fe Erfucelular {pM}

Figura  4.  Contenido  intracelular  de  ferritina  en  c6lulas  Caco-2.  La  presencia  de
ferritina en celulas Caco-2 cultivadas con hierro en las tres formas se correlaciona en forma
cuantitativa con el contenido de Fe al interior de la c6lula, n = 3, con duplicados para cada
concentraci6n de Fe  extracelular.  La  deteminaci6n  de  ferritina se realiz6  despu6s  de  dos
pasajes de exposici6n a hierro (un pasaje corresponde a una semana aproximadamente).

2. Efiecto de la temperatura en la captaci6n de Fe hem.

Para estudiar el  efecto  de  la temperatura sobre  la absorci6n de  la mol6cula de

hierro heminico, c6lulas Caco-2 fueron expuestas a 4 y 25° C, y se observ6 la captaci6n

tanto  de  Fe  hem  como  de  hierro  inorginico.  Como  lo  muestra  la tabla  I,  existe  rna

diferencia significativa entre la captaci6n de Fe hem a 4 y a 25 °C to < 0,001 ; ANOVA
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de una via).  Como  era de esperar,  la captaci6n de hierro inorginico, tambi5n present6

rna diferencia significativa entre las dos temperaturas a < 0,001 ; ANOVA de una via).

La mayor diferencia se  observa al comparar la captaci6n de Fe hem a 40 C  con la de

hierro inorginico a 250 C. Al cabo de rna hora de ensayo,  la captaci6n a 25° C de Fe

hem alcanz6  los  19,46 ±  1,31  pmoles  de Fe/mg  de proteina,  mientras que a 4° C  esta

cantidad se vi6 reducida a 8,64 ±  1,09 pmoles de Fe/mg de proteina.  EI  Qio estimado

apara estos procesos fue de  1,55 para la absorci6n de hierro hem'nico y de  1,30 para la

de hierro inorginico.

Captaci6n de hierro heminico e inorgdnico a 4 y 25°C

Tiempo Fe-hem 4°C Fe-hem 25°C Fe 4OC Fe 25°c
(minutos) (pmoles/mg (pmoles/mg (pmoles/mg (pmoles/mg

proteina) proteina) proteina) protefna)

5 0,64 ± 0.05 1.3 ± 0.12 2.11  ± 0.23 2.57 ± 0.21

10 I.18 ± 0.13 2.87 ± 0.21 4.75 ± 0.31 6.54 ± 0.54
20 3.75 ± 0.23 6.38 ± 0.65 8.94 ± 0.94 14.2 ±1.09

45 6.54 ± 0.57 12 ±  1.03 21.17±  1.38 31.7 ± 3.29

60 8.64 ± 1.09 19.46 ± 131 29.53 ± 2.65 48.4 ± 3.18

Tabla  I.  Efecto  de  la  temperatura  en  la  captaci6n  de  Fe  hem  y  Fe-NTA.  La
captaci6n  de  Fe  inorginico  es  mayor  a  la  de  Fe  hem  tanto  a  4  como  a  25°  C,  sin
embargo,  ambos  procesos  disminuyen  en  forma  notoria  al  reducir  la  temperatura,  se
muestra el promedio de los resultados de 3 experimentos con duplicados para el tiempo.

3. Exi)resi6n de Hem oxigenasa I  (HO1) en c6lulas Caco-2 incubadas co_r2 Fe hem.

La  expresi6n  de  la enzima H01,  encargada  de  catalizar  la  liberaci6n  de  Fe  desde  la

protoporfirina fue inducida por el aumento del contenido de Fe ¢igura 5). Como control

de   carga   se   utiliz6   1a   misma   membrana   re-probada   con   anti-actina.   El   analisis
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densitometrico de  esta imagen mos pemiti6 observar una correlaci6n entre el aumento

de la expresi6n de Hol  y la concentraci6n de Fe hem presente en el medio de cultivo

(Figura 6).

|El.FT
0        5        io     20      50    loo   "

-a jfu*. --

JbEil..  _ rd

Figura  S.  Expresi6n  de  H0l  fl-cnte  a  distintas  concentraciones  de  Fe  hem.
Mediante la tecnica de Western blot es posible observar el aumento de la expresi6n
de Hol  en celulas Caco-2, frente a concentraciones cTecientes de Fe hem de 0 a  loo

LJM en el medio de cultivo, la imagen muestra un gel representativo de 4 reali2ndos.

0              5             10            ZO           50          100

Con€enhacl6n d€ Fe nem dyDtry

Figura   6.   An6]isis   densitometrico  del  Western  blot   pare   H01.   Usando  el
programa Scion lmage", es posible hacer anfilisis densitomedco de los resultados
del Western blot. AL dividir la densidad de las bandrs presentes en cada carril por la
de  las bandas  de actina   es posible  apreciar el  aumento en  la expresi6n de  Hot  al
aumentar  la  concentraci6n   de  Fe  hem  en  el  medio.  El   analisis  densitometrico
corresponde al mismo gel de la figura 5.
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4.  Estudios  de  cin6tica  de  captaci6n  de  Fe  hem{nico  en  c6lulas  Caco  2  sometidas  a

tratamier{tos de depleci6n de potasio v acidifiicaci6n de citosol.

Con  el  fin  de  estudiar  la  cin5tica  de  captaci6n  de  la  mol6cula  de  hierro  hemfnico,

realizamos ensayos con hierro heminico marcado radiactivamente (55Fe)  registrando la

absorci6n en funci6n del tiempo en condiciones de depleci6n de potasio  (Larkin y col,

1983)  y  de  acidificaci6n  de  citosol  (Sandvig  y  col,  1987),  procedimientos  ambos  que

producen una inhibici6n de la endocitosis.

La tecnica de depleci6n de potasio consiste en incubar las c61ulas con un tanp6n

hipot6nico durante 5 minutos, o bien en un medio isot6nico libre de potasio por 3 horas.

La depleci6n de potasio es un proceso reversible ya que la endocitosis se restablece al

agregar  Kcl  o  Rbcl  al  medio,  pero  no  se  restablece  en  presencia  de  ouabalna,  un

bloqueador especffico de la Na+AI+ ATpasa (Larkin y col, 1983).

La acidificaci6n de citosol se logra exponiendo las c6lulas a medio sin suero con

acido acetico  10 mM hasta alcanzar pH 5.0 y a diferencia de la depleci6n de potasio este

tratamiento no inhibe el transporte  ani6nico,  no  produce encogimiento  celular, pero  si

bloquea la endocitosis de algunos ligandos. Los resultados de estos ensayos se muestran

en la Figura 7,  donde  se puede  apreciar que para ambos tratanientos  la captaci6n  se

reduce en cerca de un 50 por ciento respecto al control. A las 2 horas la captaci6n de las

celulas control es de 84,4 ± 8,5 pmoles de Fe/mg de proteina, mientras que al someterlas

al tratamiento de depleci6n de K alcanza los 48,3 ±  2,1  pmoles de Fe/mg de proteina y

con acidificaci6n de citosol 38,4 ± 8,3 pmoles de Fe/mg de proteina. to < 0,01, ANOVA
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rna  via).   Sin  embargo,  al  comparar  los  grupos  entre  si  (Test  de  Tukey)  la  `inica

diferencia  sighificativa  encontrada  fue  entre  las  c6lulas  control  y  las   sometidas  a

tratamiento de acidificaci6n de citosol a < 0,05).

30                 60                  90               120

Tieml'0 (inin)

Figura 7.  Efecto de la acidiricaci6n de citosol y depleci6n  de potasio  en  la captaci6n  de
Fe liem  por  parte de  c6lulas  Caco-2.  Captaci6n  de Fe hem a trav5s del tiempo  en celulas
Caco-2  sometidas  a pretratamientos  de  depleci6n  de  potasio,  acidificaci6n  de  citosol,  o  sin
pretratamiento.   Se  observa  rna  disminuci6n  en  cerca  de  un  50%  en  la  captaci6n  de  la
molecula en ambos tratamientos (Cuadrados: Acidificaci6n de citosol, Triingulos:  depleci6n
de potasio, Triingulos invertidos: control); n= 3 con duplicados para cada tiempo.

5. Efiecto del calcio en la captaci6n de hierro heminico.

Una protoporfirina hom6loga al Fe hem es la vitamina 812,  esta mol5cula presenta al

anillo porfirinico rodeando a un atomo de cobalto en vez de hierro, e ingresa a la c6lula

de   epitelio   intestinal  por   endocitosis   mediada  por  receptor,   a  trav6s   del   sistema

megalina-cubilina  (Moestrup  &  Verroust,  2001).  La  union  de  ligandos  a  megalina-

cubilina necesita la presencia de calcio, y ademds, se ha observado que al agregar calcio
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junto  al quelante EDTA, no existe union especifica de ligando  (Moestrup  & Verroust,

2001 ; Kozyraki y col, 2001). Con estos antecedentes decidimos observar la conducta de

la mol5cula de Fe hem frente a calcio y en presencia de los quelantes EDTA y EGTA.

En la Figura 8 se observa que, contrarianente a lo ocurrido con 812, la captaci6n

de Fe hem al cabo de una hora, se ve inhibida por concentraciones crecientes de calcio

(26,7 ± 2,8 pmoles de Fe/mg proteina), y estimulada por la presencia de EDTA (54,4 ±

4,9  pmoles  de  Fe/mg  proteina.  En  el  analisis  estadistico,  se  observ6  rna  diferencia

significativa en la captaci6n entre las c6lulas tratadas con EDTA y las celulas   a cuyo

medio de captaci6n se les agreg6 calcio ® < 0,01 ; ANOVA de dos vias).

Para corroborar que el aumento de la captaci6n producido al agregar quelante es

realmente producto de la disminuci6n de calcio, y no de otra sustancia interactuante con

el EDTA, utilizamos EGTA un quelante especffico de calcio. Como tambi6n se aprecia

en la Figura 8, las celulas incubadas en presencia de EGTA presentaron rna captaci6n

alin mayor a las  incubadas  con EDTA  (62,2  ±  5,1  pmoles  de  Fe/mg proteina).  En el

analisis  estadistico,  se  observaron  diferencias  significativas  en  la  captaci6n  de  hierro

heminico entre las c6lulas tratadas con calcio y con EGTA ® < 0,05).
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Figura  8.  Captaci6n  de Fe-hem  en  c6lulas  Caco-2  expuestas a  calcio,  EGTA y EDTA.

C6lulas Caco-2  fueron expuestas a calcio  10 HM y a los quelantes EDTA y EGTA (10  LIM)
en el medio de cultivo.  Se puede observar la reducci6n de la captaci6n a medida que aumenta
la  concentraci6n   de   calcio,   y   la   estimulaci6n  producida   al   agregar  quelante   al   medio
(Cuadrados: EGTA, Cfrculos: EDTA, Triangulos Invertidos: Calcio; n=3  con duplicados para
cada tiempo).

6. Uso de Drofas inhibitorias de procesos endoc{ticos como via de estudio del infreso

de hierro heminico al interior de c6lulas Caco 2.

Para estudiar los sistemas de captaci6n de moleculas a nivel celular, es posible

utilizar   distintas   drogas   que   bloquean   uno   o   mas   procesos,   ya   sea   endocitosis

dependiente  o  independiente  de  clatrina.  Dentro  de  estas  drogas  disponibles  hemos

escogido una bateria formada por metil-P-ciclodextrina (MBCD),  6xido  de  fenilarsina

(PAO),   colchicina,   citocalasina-D   (Cit   D),   brefeldina-A   (BFA).  y   nocodazol.   Un

esquema  de  los  mecanismos  mediante  los  cuales  actha  cada  rna  de  estas  drogas  es
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posible  apreciarlo  en  la  Figura  9,  mientras  que  la  estructura  de  cada  rna  de  estas

mol6culas se observa en la Figura 1 0.

Figura   9.   Sitios   de   acci6n   de   las   drogas
inhibidoras de captacidn de metaboLitos en la
c6tula   de   epite]io   intestinal   utiLizadas.   EI
color  en  cada  droga  indica  el  lugar  de  acci6n.
Microthbulos en verde; Filamentos de actina en
rojo.   En  gris  reticulo  endopldsmico,  Golgi  y
centro organizador de microthbulos (MTOC).
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Figura 10. Estructura molecular
de las drogas utilizadas.

6. 1 . Ef;ec[o de la deoleci6n de colesterol a nivel de membrana.

Metil-B-ciclodextrina  (MBCD)  actha provocando  la depleci6n de  colesterol  a nivel  de

membrana,  lo  que hace  a la celula mds pemeable  a iones y pequefios no-electrolitos,

tambien  se  produce  la  p6rdida  de  la  localizaci6n  de  receptores  involucrados  en  la

captaci6n  de proteinas y  otras moleculas  extemas  (Pike  &  Miller,  1998;  Rodal y  col,
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1999;  Subtil y col,  1999).  El tratamiento  con este reactivo es reversible, pues su efecto

se anula al cultivar las c6lulas durante 12 horas en medio completo o 10 horas con metil-

B-ciclodextrina cargada con colesterol (Subtil y col, 1999). La distribuci6n de clatrina no

se  ve  afectada,  asi  como  el  niinero  de  invaginaciones  en  la  membrana,  sin  embargo

6stas se observan planas  con respecto  a las   invaginaciones normales y  duran 7 veces

mas en la membrana (Subtil y col,1999).

De la misma foma que las vesiculas de clatrina, esta droga afecta la estructura y

fomaci6n de vesiculas cubiertas de caveolina (caveolas). En resumen, MBCD afecta la

endocitosis  dependiente  de clatrina y de caveolina (Rodal y col,  1999).  Curiosanente,

nuestros resultados muestran un aumento en la captaci6n de hierro heminico al someter a

las c61ulas a esta droga (Figura 11). Al cabo de 100 minutos de incubaci6n la captaci6n

es de 11,4 ± 0,3 pmoles de Fe/mg proteina, en comparaci6n con el control que alcanza a

5,1 ± 0,1 pmoles de Fe/mg proteina. En el analisis estadistico (ANOVA de dos vias), no

se aprecfan diferencias significativas a > 0,05) debido a un comportamiento similar de

ambas  curvas en los primeros tiempos,  sin embargo;  al  comparar puntos  sobre los  30

minutos  de  incubaci6n,  se  aprecia  rna  diferencia  significativa  a  <  0,05)  entre  la

captaci6n con MBCD y el control.
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Figura 11. Efecto de la depleci6n de colesterol a nivel de membrana. Captaci6n de hierro
heminico marcado Fe hem en celulas Caco-2 tratadas en forma anterior al ensayo con metil-

J3-ciclodextrina 5 LIM, durante 30 minutos. Se puede observar un aumento significativo en la
captaci6n de Hem producto de este tratamiento (n=3, con duplicado para cada tiempo).

6§| Ef ;ecto de la disravci6n de microttibulos.

Nocodazol es uno de los agentes antimicrothbulos usados como droga antitumoral, que

inhibe la polimerizaci6n de las mol6culas  de tubulina libres  al unirse  a un residuo de

arginina de la subunidad beta de la tubulina (Decordier y col, 2002; Maples y col,1997).

Los  microttibulos   se  encontrarfun  involucrados  en  el  movimiento   de  vesiculas  de

caveolina a trav6s de la c6lula, y al tratar con Nocodazol, se produciria un aumento de

mas de 2 veces en el ndmero de caveolas invaginadas en superficie (Mundy y col, 2002).

` Al  usar  esta  droga  en  celulas  Caco-2,  no  se  observa  un  efecto  significativo  en  la

captaci6n  de  Fe  hem  (Figura  12).  Despues  de  100  minutos  de  incubaci6n  existe  rna

captaci6n de 7,2 ± 0,5 pmoles de Fe/mg protefna, mientras que en las celulas control la
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captaci6n  es  de  7,7  ±  0,6  pmoles  de  Fe/mg proteina.  El  test ANOVA  de  dos vias no

registr6 diferencias sighificativas a > 0,05).

20          40           60           80         loo
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Figura 12. Captaci6n de Fe-hem y manitol en c6lulas Caco-2 tratadas con nocodazol
como  agente disruptor  de  microttibulos.  Al tratar c6lulas  Caco-2  con nocodazol no  se
aprecia un efecto  significativo  sobre  la captaci6n de Fe-hem, ni tampoco variaci6n en  la
entrada  de  manitol  a  la  c6lula,  serial  de  que  la permeabilidad  de  la membrana  no  se  ha
visto afectada con esta droga.  Como  se explic6 en la metodologia las celulas fueron pre-

tratadas con nocodazol 5 HM durante 30 minutos (n=3, con duplicados para cada tiempo).

Con   el   fin  de   conocer   la   influencia  de   nocodazol   en   la  estructura   celular  y   la

pemeabilidad frente a otras  sustancias,  estudiamos  la captaci6n de manitol tritiado en

c6lulas  Caco-2  sometidas  al  tratamiento  con  nocodazol.  La  captaci6n  de  manitol  en

c5lulas Caco-2 ocurre por flujo junto a solventes, y alteraciones en las uhiones estrechas

entre c6lulas producen un aumento en la entrada de esta sustancia (Parisi y col,1995). Al

tratar con nocodazol la captaci6n a los  100 minutos fue de 0,481 pmoles de manitol/mg

proteina,  mientras  que  el  control,  capt6  0,57  pmoles  de  manitol/mg  proteina.  Esta
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diferencia no  fue  significativa al  analisis  estadfstico  (ANOVA  de  dos  vias,  p >  0,05)

(Figura 12).

Otro inhibidor selectivo del ensamblaje de microtdbulos es colchicina, reacciona

con el  dimero  de tubulina impidiendo  que  estos  se  integren al  microthbulo,  inhibe  la

mitosis,  y el transporte  axonal,  funciona de manera inversa al taxol,  el  cual  estabiliza

microthbulos (Boye & Brossi,  1992).  La captaci6n fue de   4,4 ± 0,2 pmoles de Fe/mg

proteina, mientras que las celulas control al mismo tiempo presentaron rna captaci6n de

5,1  ± 0,1 pmoles de Fe/mg proteina (Figura 13). Al igual que el nocodazol, no present6

diferencias significativas (ANOVA de dos vias, p > 0,05).

20           40            60            80          100
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Figura 13. Captaci6n de Fe-hem en c6Iulas Caco-2 tratadas con colchicina como agente
disruptor de microtdbulos La captaci6n de Fe hem despu5s del tratamiento con colchicina

10  LIM durante 30 minutos, no present6 diferencias significativas comparadas al control, al
igual que ocurre con nocodazol (Figura 12), n=3 con duplicados de cada tiempo.

35



6.3.  Eflecto  de  la  disru|]ci6n  de fiilamentos  de  actina.  Citocalasha, D  es  `]n:a droga. de

origen  fungico,  permeable  a  la  superficie  celular,  rompe  los  filanentos  e  inhfoe  la

polimerizaci6n de actina. Es  10 veces mds efectiva que la citocalasina 8, y no inhfoe el

thansporte de glucosa a trav6s de la membrana (Rubtsova y col,  1998;  Jackman y col,

1994; Maples y col,1997). Se ha postulado que la actinajuega un papel en el proceso de

brote  de  las  vesiculas  de  cavcolina  y  clatrina  (Mundy  y  col,  2002),  presenta  una

inhibici6n de  la endocitosis  apical,  pero  no  basolateral  de  dichas  vesiculas  en  celulas

Caco-2 (Jackman y col,1994). Nuevamente, al igual como ocurri6 con MBCD a]igura

11),  se  observa un  aumento  en  la  captaci6n  de  Fe  hem  al  tratar  celulas  Caco-2  con

citocalasina D Q]igura 14). La captaci6n de Fe hem con citocalasina D fue de 162 ± 3£

pmoles de Fe/mg proteina, mientras que en las c61ulas control fue de 5,1 ± 0,1 pmoles de

Fe/mg proteina a < 0,05; ANOVA de dos vias).
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Figura  14.  Efecto  de  la  disrupci6n  de  filamentos  de  actina.  La  exposici6n  de  celulas

Caco-2  a citocalasina D 5  HM por una hora,  en forma previa al ensayo  de captaci6n de Fe
hem, provoca un aumento  significativo en comparaci6n al control, n=3  con duplicados por
tiempo.



6.4.  Inhibici6n  del  destinamienlo  de  Droteinas  entre  ret{culo  endopldsmico  y  Golgi.

Brefeldina A  (BFA)  es  rna lactona macrociclica,  aislada inicialmente  y  caracterizada

como un antibi6tico antiviral. Retiene proteinas secretorias y de membrana en el retfoulo

endoplasmico,  se  le ha usado  como  inhibidor especifico  del transporte de membranas

(Klausner y col,  1992).  BFA bloquea la secreci6n de proteinas,  ya que desorganiza el

complejo de Golgi. En c6lulas tratadas con BFA, el complejo de Golgi desaparece y sus

proteinas teminan encontrindose en el reticulo endoplasmico (Alberts y col,  1996).  Se

ha  reportado  que  en  algunos  casos  BFA  puede  actunr  inhibiendo  la  endocitosis  de

sustancias  desde  la  membrana  apical  como  heparan  sulfato  proteoglicanos  (Uhlin-

Hansen & Yanagishita,1995) y que no afectaria el reciclaje de proteinas del endosoma a

la  membrana  (Klausner  y  col,   1992).  Nuestros  resultados   indican  un  ligero,  pero

significativo  aumento  en la captaci6n de  Fe hem  (p <  0,05;  ANOVA  de dos vias)  en

c6lulas  Caco-2  tratadas  con  BFA,  en  especial,  despues  de  rna  hora  de  trataniento

(Figura  15);  a los  80  minutos  de  ensayo,  la  captaci6n  de  hierro  heminico  en  c6lulas

tratadas con BFA fue de  8,7 ± 0,7 pmoles de Fe/mg proteina, mientras que las celulas

control alcanzaron los 6,4 ± 0,2 pmoles de Fe/mg proteina.
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Figura  15. Efecto de la intel.rupci6n del destinamiento entre retfculo endoplasmatico y
Golgi.  La  captaci6n  de  hierro  hemlnico  con  brefeldina  A,  result6  ser  mayor  respecto  al
control sin tratamiento,  como  se  explica  en la metodologfa  las  c5lulas  fueron pre-tratadas

con BFA 5 prM durante 2 horas, n=3 con duplicados para cada tiempo.

6.5. Inhibici6n de la endocitosis nor 6xido de _i;enilarsina. EL 6xido de fehilalsina (PAJO)

es  un inhibidor de fosfotirosin-fosfatasa.  En la c6lula inhibe procesos vitales  como  la

sintesis  de ATP,  sin embargo  se ha observado  que el bloqueo  de la intemalizaci6n de

mol6culas no es producto de la falta de ATP, pues el trataniento con PAO 10 prM por 20

minutos bloquea la intemalizaci6n, pero no altera el contenido de ATP  (Gibson y col,

1989;  Foley 2005). Por lo anterior, usado  en bajas concentraciones pemite estudiar la

endocitosis  de  proteinas,  sin  provocar  cambios  abruptos  en  los  procesos  celulares.

Nuestros resultados obtenidos al tratar c6lulas Caco-2 con PAO  10 HM por 30 minutos,

muestran un aumento signiflcativo en la captaci6n de Fe hem por parte de estas c6lulas

(9,8  ±  1,2  pmoles  de  Fe/mg  proteina),  respecto  al  control  sin  tratamiento  (5,1  ±  0,1
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pmoles de Fe/mg proteina) a < 0,05; ANOVA dos vfas, con comparaci6n mtiltiple de

Holm Sidak) (Figura 16).

20           40           60           80         loo
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Figura 16. Efecto del 6xido de renilarsina en la captaci6n de Fe-Iiem de celulas Caco-2.
El tratamiento de c6lulas Caco-2 con 6xido de fenilarsina (PAO), se traduce en un aumento
significativo de la captaci6n de Hem por parte de las c6lulas, al igual que ocurre con el uso
de citocalasina-D y metil-P-ciclodextrina (n=3, con duplicados para cada tiempo).
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7.  Analisis  de la localizaci6n de  HO-1  a nivel  celular.  mediante  microscoi)ia cor[f;ocal.

Celulas Caco-2 fijadas en cubreobjetos fueron observadas al microscopio confocal, con

anticuexpos  fluorescentes para las  proteinas  Hol  y  S-Glutl  (transportador de  glucosa

tipo  1),  este  ultimo  usado  como  marcador  de  membrana  apical.  En  la  Figura  17A  se

muestran las celulas control (sin tratamientos), se puede apreciar colocalizaci6n de estas

ddus  protefnas  en  algunos `sectores,  lo  que  indica  qpe  Hol  se  une  a  membrana  o  a

sectores  que  se  desprenden de  ella en procesos  endociticos.  Para apreciar  como  varia

esta distribuci6n de Hol con las t6chicas usadas en los ensayos de captaci6n, sometimos

c61ulas a dapleci6n de potasio y a disrxpci6n de microthbulos mediante nocodazol. Los

resultados  se  muestran  en  la  Figura  178,  la  dapleci6n  de  potasio  (arriba),  provoc6

alteraciones en la estructura celular (arriba derecha) lo cual se tradyjo en un aumento de

la  colocalizaci6n  de  Hol   y  S-Glutl.   La  disrupci6n  de  microthbulos  a  travds  del

ttratamiento con nocodazol antes de la fijaci6n ¢igura  178, abajo) tambi6n provoc6 un

aumento en la colocalizaci6n, pero esta vez el  canbio morfol6gico experimentado por

las c5lulas no fue tan severo.
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Figura    17A.   Imagenes   de   microscopfa   confoca].    Celulas   Caco-2   incubadas   con
anticueipos para Hol  (8,  en rojo) y  S-Glutl  como marcador de membrana apical (A,  en
verde), al sobreponer ambos canales es posible apreciar colocalizaci6n de estas proteinas en
aLgunos  sectores  de  la  membrana  (C).  El  contraste  de  fuse  (D),  muestra  una  disposici6n
tipica de estas celulas. La ban azul corresponde a 30 tin.
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Figura 178. Im6genes de microscopfa confoca] y tratamientos de dep]eci6n de potasio
y disrupci6n de microttibulos. Usando Los mismos anticuerpos (1101  en rojo y S-Glutl  en
verde) observamos que el tratamiento de depleci6n de potasio (arriba) provoca alteraciones
en  la  estructura  celular  (como  se  observa  en  el  contraste  de  fuse,  8)  que  resultan  en  un
aumento en la colocalizaci6n de H0l  y S-Glutl  (A). La disrupci6n de micTothbulos con el
uso  de  nocodazol  (C  y  D)  tambich  provoca  un  auniento  en  la  colocalizaci6n  de  estas
proteinas respecto al control sin ningtin tratamiento (fig.17A, C). La ban azul corresponde
a 30 l`m.
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DISCUSION

Al cultivar c6lulas Caco-2 con Fe inorginico y Fe orginico (ya sea en forma de

hemoglobina o hemoglobina digerida) se puede apreciar rna mayor absorci6n de hielTo

inorginico,  seguido por hemoglobina digerida con pepsina y finalmente,  con la menor

tasa de absorci6n, la hemoglobina intacta (Figura 3).  Si bien estos datos apuntan a rna

mejor captaci6n de Fe libre;  i.# v!.vo, el hierro inorginico presenta una muy disminuida

biodisponibilidad en la forma de Fe+3, 1a cual aumenta al pasar a su estado reducido Fe+2

(el  Fe+2 ingresa  al  enter;cito  via  el  transportador  de  metales  divalentes,  DMT1).    La

entrada de Fe  a la c6lula, para cualquiera de  las tres  formas  utilizadas,  es un proceso

saturable,   hecho   que   tanbien   se   puede   observar   al   determinar   la   concentraci6n

intracelular   de   ferritina   (Figura   4),   que   se.  comporta   del   mismo   modo   que   la

concentraci6n intracelular de Fe. Esta saturaci6n s6lo se aprecia en cultivos celulares ya

que, I.72 vz.iJo,  la iinica forma cuya captaci6n se saturaria corresponde el Fe hem.

Al variar la temperatura del ensayo   de 4 a 25°C,  se produce un aumento en la

captaci6n  tanto  de  hierro  inorginico  como  de  hierro  heminico,  que  arroja  un  Qio

estimado  de  1,30  y  1,55  para  cada proceso,  respetivamente.  De  acuerdo  con  esto,  el

hierro inorginico entraria a la celula a trav6s de canales, debido a que arroja un Qio<1,5

lo  cual  es  un  valor  tipico  para  este  tipo  de  transporte  i6nico  (Hodgkin  y  col,  1952;

Wadiche & Kavanaugh,1998); y que corresponde a lo descrito en la bibliografia, ya que

el hierro inorginico ingresa a la c6lula a trav5s del transportador DMT1. En el caso del

hierro heminico  el valor de  Qio  (1,55)  se acerca mas al de  un sistema de  captaci6n a

trav6s de canales que al de un transporte activo (Qio entre 2 y 4).
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La exposici6n de enterocitos a diferentes concentraciones de hem, desencadena

cambios en la expresi6n de la enzima hem oxigenasa 1  (HO1), encargada de catalizar la

reacci6n  que termina con la liberaci6n de hierro  libre  a partir de  la mol6cula de  hem

(Figuras 5 y 6).  El aumento observado en la expresi6n de Hol implica que la entrada de

Fe hem a la celula esta generando rna cadena de eventos que teminan con la regulaci6n

de  la expresi6n  de  la proteina mencionada,  por lo  cual  debe  existir un mecanismo  de

regulaci6n  de  la  captaci6n  de  Fe  hem  al  interior  de  la  c6lula.  Lo  mismo  se  puede

desprender del aumento en la concentraci6n intracelular de ferritina (Figura 4). Podemos

interpretar   que   al   aumentar   el   ingreso   de   hierro   heminico   a   la   c5lula,   este   es

transformado con mayor velocidad a hierro libre (aumenta la presencia de la enzima que

cataliza el proceso), y este aumento en la presencia de hierro libre induce la expresi6n de

ferritina, que jugaria un papel de protecci6n celular, impidiendo un aumento excesivo de

hierro libre que es peljudicial para la c6lula.

La  fecnica  de  depleci6n  de  potasio  intracelular  (Larkin  y  col,   1983),  es  rna

t6cnica  agresiva,  que  afecta  varios  procesos  anab6licos,  en  particular  inhibiendo  de

foma marcada  la  sfntesis  de  proteinas  y  de  ADN.  Uno  de  estos  efectos  observados,

consiste en la inhibici6n de la formaci6n de vesiculas endociticas, y la disminuci6n de la

clatrina presente en la membrana sin afectar el agrupamiento de receptores en 6sta. La

p5rdida  de  la  endocitosis  mediada  por  receptor  parece  ser  parte  de  una  respuesta

pleyotr6pica, pues tambi6n existe rna disminuci6n de la pinocitosis.

Nuestros resultados muestran rna disminuci6n significativa de la captaci6n de Fe

hem  por  parte  de  celulas  Caco-2,  al  disminuir  el  contehido  intracelular  de  potasio
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(Figura 7), lo  que  se puede producir porque  la mol6cula de hem no puede entrar a la

c6lula debido al "secuestro" de las vesiculas, o a la disminuci6n en la expresi6n de rna o

mas proteinas necesarias para la intemalizaci6n de esta molecula.

Por  otra  parte,  la  acidificaci6n  de  citosol  (Sandvig  y  col,  1987),  no  altera  en

forma  significativa  la  sintesis  de  proteinas,  pero  estos  cambios   en  el  pH  podrian

provocar  trastomos  estructurales  de  las  protefnas.  Como  no  se  observa variaci6n  del

ndmero de receptores en la superficie ni de vesioulas formadas, se cree que la inhibici6n

del proceso  endocitico se produce por un bloqueo del desprendimiento de las vesiculas

desde la membrana (Sandvig y col,1987), de esta forma,1a disminuci6n de la captaci6n

de Fe hem observada con la acidificaci6n del citosol (Figura 7) puede producirse por las

mismas dos razones  que en el caso  de la depleci6n de potasio:  (1)  la disminuci6n del

tralico vesicular o (2) ausencia de una protefna funcional necesaria para la captaci6n de

hierro hemhico. Sin embargo podemos concluir que el ingreso de la mol6cula de hierro

heminico a la celula, contrariamente a lo encontrado por otros autores (Liem y col,1994;

Light & Olson,1990) no sen'a, al memos exclusivamente, por difusi6n simple a traves de

la membrana.

Al  estudiar  el  efecto  producido  por calcio  en  la  captaci6n  de  hem  (Figura  8),

podemos  observar  un  papel  inhibidor  de  dicho  elemento,  el  que  se  hace  ann  mas

evidente al agregar el quelante especifico de calcio, EGTA. Debido a que no se tienen

antecedentes  de  que  el  calcio juegue  un papel  inhibidor en  la formaci6n de vesieulas

endociticas,  sino  mas  bien  es  indispensable  para  el  ingreso  de  algunos  ligandos  a  la

c5lula,  como  la  vitamina  812  0vfoestrup  &  Verroust,  2001;  Kozyraki  y  col,  2001),
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podemos  sugerir  que  la  entrada  de  hierro  hemhico  es  determinada  por  una  o  mds

proteinas,  cuya funci6n  se  ve  afectada por la depleci6n  de  potasio  y  acidificaci6n  de

citosol,   y   ademas   por   calcio.   Ninguna   de   las   tecnicas   que   hemos   empleado   ha

disminuido  en  forma total  la captaci6n de  Fe  hem.  Esto  podria  explicarse  porque  los

tratamientos  no  son  tan  efectivos  como  para  anular  por  completo  la  acci6n  de  la(s)

proteina(s)  implicada(s)  en la formaci6n de las vesiculas endociticas o recepci6n de la

molecula, o porque existe una via paralela de ingreso de hierro heminico a la c6lula.

La  metil-B-ciclodextrina  actha  reduciendo  la  presencia  de  colesterol  en  la

membrana, lo cual puede afectar propiedades biofisicas de la bicapa (rigidez,  grosor o

tension de membrana) que inpidan el brote de vesiculas desde la membrana plasmatica,

sin afectar el reciclaje (desde el endosoma a la membrana plasmatica). De esta forma, se

produce  un  estancamiento  de  la  intemalizaci6n  de  vesiculas,  y  las    proteinas  reci6n

sintetizadas siguen llegando hasta la membrana apical. Contrarianente a lo esperado, la

disminuci6n en la intemalizaci6n de vesiculas produjo un aumento  en la captaci6n de

hierro  heminico  en comparaci6n con c6lulas no tratadas  con MBCD  (Figura  11).  Una

explicaci6n para este hallazgo podn'a ser que al memos una de las proteinas involucradas

en este proceso no necesita ingresar al citosol para intemalizar la mol6cula en cuesti6n.

Esto se ha visto confirmado al descubrirse la proteina HCP1  (Shayeghi y col, 2005), que

funciona como un transportador de hem, y que se estaria acumulando  en la membrana

apical  gracias  a  la acci6n  de  esta droga,  lo  cual  produce  el  aumento  en  la  captaci6n

observado en la Figura 1 1.
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Es conocido que los microthbulos juegan un papel importante en el trifico de

vesiculas,  tanto  endociticas  como  de  destinamiento  de proteinas entre  compartimentos

celulares. Al inducir la disrupci6n de microthbulos mediante la acci6n de nocodazol  o

colchicina, no se observaron cambios significativos en la captaci6n de Hem por parte de

celulas  Caco-2  (Figuras  12  y  13),  la integridad  de  la monocapa no  se  vi6  alterada al

tratar   con   Nocodazol,   ya   que   la   captacion   de   manitol   no   present6   diferencias

significativas respecto  al control (Figura  12).  El hecho  de que no  se  aprecie un efecto

significativo  en  la  captaci6n  de  Fe  hem  tiene  la  misma base  que  el  aumento  que  se

produce   con  MBCD   (Figura   11),   al  bloquearse   el  trafico   de   vesiculas  en  ambas

direcciones  (de  membrana  a  endosoma  y  del  aparato  de  Golgi  a  la  membrana).  La

presencia de proteinas en la membrana no se ven'a afectada, al memos durante el tiempo

del ensayo, por lo que no se producen cambios en la captaci6n.

La disrupci6n de filanentos de actina mediante citocalasina D, a diferencia de

lo  que  ocurre  en microttibulos, no  afecta todos  los procesos  de trdfico  vesicular,  sino

principalmente la intemalizaci6n de vesiculas de clatrina o caveolina desde la membrana

apical (Jackman y col,1994). Citocalasina D no presenta efectos en la endocitosis desde

el  lado  basolateral  al  apical  (Jackman y col,  1994),  por lo  que es  de  espELarse  que la

llegada de proteinas  a la membrana  apical  no  se  vea  afectada,  pero  si  el  reciclaje  de

proteinas  desde  6sta, debido  al bloqueo de  la intemalizaci6n de vesfculas.  De acuerdo

con estos antecedentes, se esperan'a que el tratamiento con citocalasina D provocara un

aulnento en la captaci6n de Fe hem (nuevamente debido a un aumento de HCpl  en la

membrana apical), lo cual coincide con nuestros resultados (Figura 14).

47



Al  tratar  las  c6lulas  con  brefeldina  A,  observamos  un  ligero  aumento  en  la

captaci6n de hem, comparado con el control sin tratamiento. Sin embargo, este aumento

solo  se  hace  significativo  despots  de  una  hora  de  incubaci6n  (Figura  15).  Si  bien

sabemos que la BFA juega un papel disruptor del aparato de Golgi, lo que impedin'a la

llegada de proteinas recien sintetizadas a la membrana, tambi6n es preciso notar que el

reciclaje de proteinas no se ve afectado por BFA (Klausner y col,1992). Este es el caso

del reciclaje de transferrina, que no se ve alterado, y de la extracci6n de hierro a partir de

6sta (Klausner y col,1992). Por otra parte, BFA inhibe la endocitosis de heparan sulfato

proteoglicanos,  (que  se  cree  estin  involucrados  en  procesos  de  interacciones  celula-

matriz  y  en procesos  de  captaci6n  de  varios  factores  de  crecimiento)  presentes  en  la

superficie   celular   de   la   mayon'a   de   las   c5lulas   de   mamiferos   (Uhlin-Hansen   &

Yanagishita,  1995). De acuerdo a estos antecedentes, el aumento en la captaci6n de Fe

hem  observado  en  este  ensayo,  puede  explicarse  por  un  aumento  de  HCpl   en  la

membrana apical,  pero  ocasionado  no  por la llegada de  proteinas  reci6n  sintetizadas,

sino  por  la  mantenci6n  del  reciclaje  y  la  disminuci6n  de  la  endocitosis  desde  la

membrana apical.

El   6xido   de  fenilarsina,  inhibidor  de  endocitosis,   al  igual   que  las  drogas

anteriores,  produce  un  aumento  en  la captaci6n  de  hierro  heminico  (Figura  16).  Este

resultado   puede   explicarse   por   un   aumento   de   la   concentraci6n   de   la   proteina

transportadora de  Hem  (HCP1),  en la membrana.  El uso  en bajas  concentraciones  de

PAO (10 HM) implica que el efecto sobre la concentraci6n intracelular de ATP no tiene

mayor relevancia en esta inhibici6n del proceso endocitico (Gibson y col,1989).
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De  acuerdo  con lo  observado  en las imagenes  de  microscopfa confocal,  Hol

interactha  con  la membrana  apical  o  con  vesiculas  endociticas  de  esta,  debido  a  que

colocaliza con el transportador S-Glutl  en c51ulas  Caco-2  (Figura  17A).  De  la misma

forma,  al  alterar  la  estructura  celular  como  ocurre  con  la  depleci6n  de  potasio,  que

induce  rna  disminuci6n  del  volumen  celular,  la  disposici6n  de  Hol  al  interior  de  la

c61ula  se ve  afectada,  aumentando  la colocalizaci6n (Figura  178,  arriba).  Esto  mismo

sucede, pero en menor medida, cuando se tratan la celulas con nocodazol, como agente

disruptor  de  microthbulos  (Figura  178,  abajo).  Se  observa tambien un  aumento  de  la

colocalizaci6n, pero no tan intenso en este caso, ni la estructura celular se afecta tanto

como en el caso de la depleci6n de potasio. El hecho de que la hem oxigenasa interacthe

con proteinas presentes en la membrana, conflrma la idea de que esta enzima degrada la

mol6cula  de  hem  en  compartimentos  microsomales  cerrados  desde  donde  es  liberado

posteriormente el hierro libre.
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CONCLUSI0NES

Estos resultados confirman nuestra hip6tesis inicial de que: "la entrada de hierro

heminico a la celula de epitelio intestinal se encuentra regulada por una o mds proteinas

presentes  en  la  membrana  (como  HCP1),  y  responde  a  estimulos  como  canbios  de

temperatura, a la concentraci6n de ligando u otros elementos en el medio (como calcio)

y  que  se  ve  afectada  al  interrumpir  o  alterar  su  trifico  y  destino,  o  a  cambios  de  la

composici6n de la propia membrana".

Los resultados generales del uso de esta baten'a de drogas y de otros trataniientos

inhibidores de la endocitosis para estudiar la captaci6n de Hem en c6lulas Caco-2, mos

lleva a la conclusi6n de que si bien el ingreso de hierro heminico mediado por HCpl no

es su iinica forma de intemalizaci6n a la c6lula (Shayeghi y col, 2005), 6stajuega un rol

preponderante  en  la  captaci6n  del  hierro  hemhico,  independiente  del  que  pudiera

ingresar a la c6lula a traves de otros procesos endociticos especificos o inespecificos.

El  efecto  inhibidor del  calcio  en la captaci6n  de Fe  heminico,  mos  lleva a la

pregunta de  si este ion actha .sobre el transportador HCpl  o  sobre la(s)  otra(s) vias de

ingreso  de  hem  a  la  c5lula,  debido  al  importante  papel  que juega  HCP1.    Nuestros

resultados apoyan la hip6tesis de que el calcio de alguna forma afecta el funcionamiento

de  HCP1.  Estos  resultados  sugieren  la  conveniencia  de  estudiar  el  efecto  del  calcio

dietario en individuos con problemas metabolicos relacionados con hierro tales como la

anemia o la hemocromatosis.
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Sobre la base de nuestros resultados hemos propuesto un modelo de la entrada

de la mol6cula de Fe hem al enterocito, este constaria de dos vias paralelas (Figura 18):

(a) via HCP1; que consideramos la principal, y (b) probable proceso de pinocitosis con

la mol6cula de  Fe heminico  disuelta en  el  medio  o  adherida  a membrana,  de manera

inespeclfica.  Una vez  en  la c6lula,  el  Fe  hem  es  degradado  por  la hem  oxigenasa en

compartimentos microsomales desde donde el Fe es liberado al citosol, formando parte

del reservorio de hierro labil de la c6lula junto con el Fe libre que ingresa a trav6s del

transportador DMT1. En la c6lula, el Fe2+ puede pasar a la reserva de hierro de la celula

(ferritina) o salir a traves de la ferroportina hacia la circulaci6n. EI Fez+ pasa a Fe3+ por

la  acci6n  de  una  ferroxidasa  ubicada  en  la  cara  basolateral  de  la  c6lula  de  epitelio

intestinal, lo que posibilita su captura por parte de la transferrina.
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