












El hierro es a nivel de elemento traza, un nutriente esencial para todos los organismos vivientes.
Su especial configuración electrónica le permite participar en el desarrollo de diversas funciones
biológicas, tales como transporte de oxígeno, fijación de nitrógeno, detoxificación y variadas
reacciones de fotosíntesis. En forma natural se le encuentra en 2 estados de oxidación: Fe2+ el
cual presenta una solubilidad de 10-1 M en solución acuosa a pH neutro y carácter prooxidante,
y Fe3+ de baja solubilidad en solución acuosa a pH 7,0 (10-17 M). Debido a estas características,
en medios biológicos el hierro se distribuye principalmente asociado a proteínas (60-70 % en
hemoglobina, 10 % en mioglobina, citocromos y otras enzimas que contienen hierro y 20-30 %
en proteínas de almacenamiento como ferritina y hemosiderina). El balance metabólico del
hierro es regulado finamente: en humanos se absorben y eliminan 1-2 mg de hierro al día. Dicho
balance es controlado por el proceso de absorción intestinal de este ión. En los enterocitos, al
igual que en las demás células del organismo, la absorción de hierro parece ser regulada por su
propio nivel intracelular, ya que altos niveles de hierro intracelular inhiben y bajos niveles
aumentan su absorción. En la actualidad se postula que dicha regulación es controlada por el
sistema IRE/IRP. A través de este sistema el nivel de hierro intracelular regula
traduccionalmente la expresión de proteínas involucradas en su transporte y almacenaje celular.
Así, al aumentar la concentración intracelular de hierro, disminuye los niveles de receptor de
transferrina y aumentan los de ferritina, transformándose los enterocitos en células más
almacenadoras y con menor capacidad de absorcíon de este ión. Por el contrario, a baja
concentración intracelular de hierro, las células aumentarían sus niveles de receptor de
transferrina y disminuirían los de ferritina, transformándose en células con alta capacidad de
absorción y baja capacidad de retención del ión. Este análisis teórico, realizado en base a la
proposición de que el sistema IRE/IRP regula la absorción intestinal de hierro, no concuerda del
todo con observaciones previas que indican que en estado de deficiencia de hierro aumentan
tanto la absorción, como la retención de hierro en las células intestinales. En este proceso, las
proteínas de almacenaje de hierro podrían cumplir un papel fundamental. La ferritina es la
principal proteína almacenadora de hierro. Una molécula de ferritina puede almacenar más de
3.000 átomos de hierro. Esta capacidad de almacenamiento de hierro de la ferritina puede ser
bloqueada por iones como Zn2+ y Tb3+. La cinética de almacenaje de hierro en ferritina puede
ser alterada por la presencia de oxidantes o reductores. Además, dado que la ferritina responde a
los niveles intracelulares de hierro, podría cumplir un papel importante en definir su destino en
células queabsorben hierro.

En esta tesis se propuso estudiar si la Fn regula la absorción de Fe en células del epitelio
intestinal, al determinar, por unión del Fe recientemente incorporado, la relación Fe transportable
: Fe. Se cultivó células Caco-2 en insertos bicamerales equilibradas con diferentes
concentraciones de 55Fe. De esta manera, el 55Fe representa el hierro almacenado en las células.
Con estas células realizamos estudios de flujo adicionando 59Fe-NTA al medio apical. Por lo
tanto, 59Fe representa el hierro recientemente incorporado o hierro de transito. Se determinó,
utilizando técnicas de inmunoprecipitación y fraccionamiento subcelular, como estas dos
especies de hierro interactuan con ferritina a diferentes concentraciones intracelulares de este
ión. Con el objetivo de determinar la influencia de ferritina sobre el destino del hierro en tránsito
citoplasmático, se generó cultivos celulares con ferritina bloqueada funcionalmente, mediante la
adición de Zn2+, para estudiar el transporte transepitelial de hierro respecto a células que
presentaban ferritina no bloqueada. Finalmente se estudió si las condiciones de cultivo a



diferentes concentraciones de hierro alteraban el estado de óxido-reducción celular y de esta
forma el almacenaje y liberación del ión desde ferritina. Para esto, se determinó la relación
glutatión reducido/glutatión oxidado (GSH/GSSG) a diferentes concentraciones intracelulares de
hierro. Posteriormente se alteró el estado de óxido-reducción celular adicionando
t-butilhidroperóxido y se determinó si esto influye sobre el almacenamiento en ferritina.

Los resultados indican que en células Caco-2 la ferritina cumple el papel de principal
proteína almacenadora de hierro, presentando aproximadamente el 80 % de este ión a cualquier
concentración intracelular de hierro estudiada. Al aumentar la concentración intracelular de este
ión aumentan los niveles de ferritina, pero el nivel de hierro intracelular aumenta en mayor grado
que el nivel de ferritina. Fraccionamiento de extractos celulares en gradientes de sacarosa
indican que la densidad de equilibrio de ferritina aumenta respecto al contenido de hierro que
presenta esta molécula. Así, en un rango de concentraciones intracelulares de hierro
“Deficiente-Normal”, la ferritina aumenta su densidad de equilibrio desde 1,03-1,06 g/ml a
1,08-1,12 g/ml. En células cultivadas en situación de “Sobrecarga” del ión se detecta una
población de ferritina diferente, la cual fracciona a densidades de 1,13-1,16 g/ml. Esta ferritina
de alta densidad se localiza en un compartimento vesiculado perinuclear. La corta t1/2 (6,5 h) de
esta ferritina vesiculada, permiten postular que se encontraría en proceso de degradación,
posiblemente inducida por el estado de sobrecarga de hierro. La adición de Zn2+ al medio de
cultivo, permitió el bloqueo funcional de la ferritina, con lo cual aumentó el flujo transepitelial
del hierro hacia el espacio basolateral. Este efecto fue más notable en células cultivadas a baja
concentración intracelular de hierro, sugiriendo que la ferritina cumple un papel limitado en la
unión de hierro de flujo a nivel citosólico, dependiente de su grado de saturación de hierro que
esta molécula presente. Determinación de otras proteínas con capacidad de unir hierro de flujo
sugieren que calreticulina y en especial una proteína de 70 kDa (P70), de naturaleza
desconocida, podrían cumplir un papel más importante que ferritina en este proceso. Un
desbalance oxidativo puede disminuir tanto la incorporación como el flujo transepitelial de
hierro en células Caco-2. Sin embargo, no afecta de manera importante la unión de hierro de
flujo por parte de ferritina. Este desbalance oxidativo disminuye la unión de hierro de flujo por
parte de calreticulina y P70 en un 50 %, permitiendo postular que estas proteínas presentarían un
papel más importante que ferritina, en la unión y destinación de este ión.

Los resultados presentados en esta tesis, permiten concluir que en las células Caco-2 la
ferritina es la principal proteína almacenadora de hierro, une Fe de flujo en relación inversa a su
grado de saturación en este ión y disminuye el pool de hierro transportable en células en estado
de deficiencia de hierro. Calreticulina y en especial P70 parecen jugar un papel mas importante
que ferritina en la unión y destinación del hierro transportable.



Iron is an essential nutrient required by all living organisms. Its particular electronic
configuration upholds its role in several biologic functions as oxygen transport, nitrogen fixation
and photosynthesis. Iron has 2 stable oxidation states: in the 2+ state it has a maximal solubility
of 10-1 M in aqueous solutions at neutral pH and has pro-oxidant character. In the 3+ state iron
has low solubility in aqueous solutions (10-17 M at pH 7,0). Because of these properties, in
biological systems iron is always associated to proteins: haemoglobin-associated iron comprise
60-70 % of total body iron, while iron associated to myoglobin, cytochromes and other
iron-containing proteins comprise a further 10 %. The remaining 20-30 % is equally distributed
between the two iron storage proteins: ferritin and haemosiderin. The metabolic balance of iron
is tightly regulated: in humans 1-2 mg of iron are lost and recovered daily. This body iron
balance is controlled at the level of the intestinal absorption of this ion. In enterocytes, as in other
cells, its own intracellular levels regulate iron uptake, so high intracellular iron levels inhibit and
low levels increase iron absorption. At present a regulation based in the IRE/IRP system is
postulated. Trough this system, intracellular iron levels regulate the expression of iron transport
and iron storage proteins at the translational level. Thus high intracellular iron levels decrease
transferrin receptor levels and increase ferritin levels, so cells increase their iron storage capacity
and decrease their iron absorption capacity. Contrarily, low intracellular iron levels increase
transferrin receptor levels and decrease ferritin levels, so cells become more absorptive and with
a lower capacity to bind iron. The proposition that intestinal iron absorption is regulated through
the IRE/IRP system, is not in accordance with previous descriptions indicating that in the anemic
state intestinal cells increase both iron absorption and iron retention. In this process, iron storage
proteins could play a principal role. Ferritin is the main iron storage protein. One molecule of
ferritin can store more than three thousand molecules of iron. This iron storage capacity can be
blocked by some cations as Zn2+ and Tb3+. Oxidative or reductive molecules can modify the
iron-storage capacity of ferritin . Furthermore, ferritin synthesis responds to intracellular iron
levels, so ferritin could plays an important role defining the destination of iron in absorptive
cells.

In this thesis work, we studied if ferritin, plays a role as an intracellular element controlling
the trasepithelial transport of iron. We cultured Caco-2 cells, in bicameral chamber system, and
equilibrated them to different 55Fe concentration. In this way 55Fe represented mostly storage
iron. Then we used these cells in flux studies adding 59Fe-NTA in the apical media. 59Fe then
represented newly entered or transit iron. We determined using immuneprecipitation and cell
fractionation how this two pools of iron interact with ferritin, in cells having different
intracellular 55Fe concentrations. To determine the influence of ferritin over the transit iron
destination, we obtained cell cultures in which the iron-storage capacity of ferritin was
functionally blocked. Finally, we determined if the iron concentration in the culture media
influenced the redox stade of the cells and in this way modified the iron-storage capacity of
ferritin. To that end, we determined the reduced glutathione/oxidized glutathione (GSH/GSSG)
ratio, at different intracellular iron concentration. We also modified the cellular redox stade
adding t-butylhydroperoxide and studied the iron transport capacity and the capacity of iron
storage in ferritin of these cells.

The results presented in this thesis work show that in Caco-2 cells ferritin is the main iron
storage protein, containing about 80 % of the cellular iron at any intracellular iron concentration
studied. Increasing intracelular iron concentrations resulted in increased levels of ferritin.



Therefore, ferritin saturation increases when the intracellular iron concentration increases.
Sucrose density gradients of cell homogenates indicated that ferritin increased its density when
its iron content increased. So, at “Anemic-to-Normal” iron level ferritin shift its equilibrium
density from 1,03-1,06 g/ml to 1,08-1,12 g/ml. In cells cultured at Overloading iron level a new
pool of ferritin fractionating at 1,13-1,16 g/ml was detected. This high-density ferritin was found
in a perinuclear vesicular compartment. The short halff-life of this ferritin (t1/2 6,5 h), let us
postulate that this ferritin could be in a degradation process and that this process could be
induced by iron overload. Addition of Zn2+ to the culture media functionally blocked the
iron-storage capacity of ferritin, and this effect increased the transepithelial 59Fe flux. This
effect was more marked at low intracellular iron concentrations, suggesting that ferritin plays a
limited role in the handling of the transit iron pool. Analysis of other cytosolic proteins that
could bind 59Fe indicated that calreticulin and a 70 kDa protein, could play a role more relevant
than of ferritin in the handling of the transit iron. An oxidative insult can decrease iron
incorporation and transepithelial flux in Caco-2 cells. However, the flux iron binding in ferritin
is not affected. This oxidative insult decreases calreticulin and P70 iron binding, and let us
postulate this proteins as more important elements in iron binding and destination.

The results presented in this thesis work, let us conclude that in Caco-2 cells ferritin is the
main iron-storage protein, binds flux iron in inverse relation to its saturation grade decreasing the
labil iron pool in iron deficient cells. Calreticulin and P70 seem to play more important role than
ferritin in binding and destination of transportable iron.
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ARNm : ácido ribonucleico mensajero

BSA : seroalbúmina de bovino

Cél : Células

CHELEX 100 : resina quelante, ligando: ácido iminodiacético (forma sodio)

Cr : calreticulina

DCT1 : transportador de cationes divalentes

DE : desviación estándar

DMEM : medio mínimo esencial Dulbeco

DO : densidad óptica

DTNB : ácido ditio-bis-nitrobenzoico

DTT : ditiotreitol

EDTA : ácido etilendiaminotetracético

ELISA :enzyme-linked immunosorbent assay

Fe : hierro

[Fe]i : concentración intracelular de hierro

GSH : glutatión reducido

GSH-Px : glutatión peroxidasa

GSSG : glutatión oxidado

GSSG-Rd : glutatión reductasa

HEPES : N-[2 - hidroximetil] piperazina - N´ - [ácido 2 -etanosulfónico]

IRE : (iron responsive element), elemento de respuesta al hierro

IRP : (iron regulatory protein), proteína regulada por hierro

kDa : kilodalton

LDH : deshidrogenasa láctica

LIP : (Labile iron pool), pool de hierro lábil

Mf : mobilferrina

MOPS : ácido 3-[N-morfolino] propano sulfónico

b-mercaptoetanol : 2-hidroxietilmercaptano; 2-mercaptoetanol

Nramp : gen asociado a resistencia a infección por patógenos intracelulres

NTA : N, N - bis [carboximetil] glicina; ácido triglicolámico, nitriloacetato

NP40 : targitol NP40 (nonilfenoxi polietoxi etanol)

OPDD : dihidroxicloruro o-fenilendiamina



PAGE : electroforesis en gel de poliacrilamida

PMSF : fenilmetilsulfonil fluoruro

POPOP : p-bis[2-(5-feniloxazolil)]-benceno

PPO : 2,5-difeniloxazol

Prot : proteína

RET : resistencia eléctrica transepitelial

RITC : rodamina isotiocianato

Rf : coeficiente de migración

RTf : receptor de transferrina

SFB : suero fetal de bovino

SDS : dodecilsulfato de sodio; lauril sulfato

t1/2 : vida media

t-butOOH : t-butilhidroperóxido

TCA : ácido tricloroacético

Tf : transferrina

Tris : tris (hidroximetil) aminometano

Tween 20 : polioxietilensorbitan monolaurato
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