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3. RESUMEN

La importancia biolégica del hierro acoplada a su inherente toxicidad, obliga a la
existencia de mecanismos que regulen finamente los niveles de hierro celular y corporal.
Recientemente se ha descrito en mamiferos que el péptido Hepcidina (Hepe) funciona
como el modulador maestro de la homeostasis corporal del hierro. Hepc, cuya sintesis en
el higado aumenta en respuesta a un incremento del hierro corporal, disminuye los
niveles de hierro circulante inhibiendo su liberacion desde enterocitos, macrofagos y
hepatocitos.

Fn este trabajo se buscé esclarecer el efecto de Hepe sobre los niveles y
distribucién de las proteinas transportadoras de hierro: Ferroportina (FPN) y el
transportador de metales divalentes (DMT1) en las membranas apical y basolateral de
células Caco-2 polarizadas, las cuales son utilizadas como modelo de epitelio intestinal.
También se caracterizo la migracion electroforética de Hepe. Para cumplir el objetivo de
determinar el efecto de Hepe, se establecié un método de purificacién parcial de Hepe
nativa a partir de medios condicionados de células Hep-G2. Dicha Hepc fue utilizada
para tratar células Caco-2. Al exponer células Caco-2 a un aumento en la oferta de hierro
se observé una disminucién en los niveles de DMT1 presentes en la membrana apical y
un aumento en la membrana basolateral. Este tratamiento no modificé los niveles de
FPN. El tratamiento de las células Caco-2 con Hepe nativa por 12 horas (hr) produjo una
disminucion en la incorporacién apical de hierro e indujo cambios en los niveles de
DMT]1 presentes en la membrana apical, sin modificar la ubicaciéon de DMT1 en la
membrana basolateral o 1a distribucién apical o basolateral de FPN. La disminucién de

DMT1 en la membrana apical permite explicar la disminucién de la incorporacién de Fe
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inducida por Hepc y podria ser parte del mecanismo por el que Hepe inhibe la salida de

hierro en enterocitos.

SUMMARY

Tron’s biological relevance, coupled to its inherent toxicity, has forced living
systems to develop systems that finely regulate both cellular and body iron levels.
Hepcidin (Hepce) is a peptide that has been recently described as a master modulator of
body iron homeostasis. Increased levels of iron induce Hepcidin (Hepc) production by
the liver, which leads to a reduction in circulating iron levels through inhibition of iron
release from enterocytes, macrophages and hepatocytes.

We seek to determine the effect of Hepe on the protein levels and distribution of
the iron transporters DMT1 and FPN present in the apical and basolateral membranes of
polarized Caco-2 cells, which we use as a model of infestinal epithelium. We also
characterized the eleciroforetic migration of Hepe. To this end, we established a method
for the partial purification of native Hepc from conditioned mediums of Hep-G2 cells.
We found that an increase in iron supply result in decreased levels of DMT1 at the
apical membrane and a increased levels in the basolateral membranes, while FPN
distribution were not altered. Caco-2 cells treated for 12 hours with native Hepe present
a significant decrease of apical iron inc:(')rporation and decreased DMT1 levels at apical
membranes, but not in the basolateral domain, Hepc treatment does not change the
apical - basolateral localization of FPN. The decrease of DMT1 in the apical membrane
induced by Hepc sugest that the decreases apical iron uptake in enterocytes treated with
Hepc, and (;ould be the mechanism through which Hepc decreases the iron release into

the plasma by enterocytes.
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4. INTRODUCCION

4.1 Antecedentes Bibliogrificos

El hierro en los sistemas biologicos

El hierro fue un elemento central en el origen de la vida. Dado su bajo potencial
redox, facilité el flujo de electrones en diversas reacciones que colaboraron en la
formacién de las primeras moléculas organicas. En la actualidad, el hierro juega un rol
esencial en los sistemas biolégicos siendo imposible concebir la vida como la

conocemos sin este elemento.

El FeS habria sido el primer donadé)r de ¢lectrones, actuando como agente
reductor para permitir la fijacién de CO;. Esta reaccion genera entre otros productos el
FeS,, precipitado conocido como pirita, la cual formo6 una superficie positiva sobre las
rocas donde los aniones orgénicos de baja solubilidad, productos también de la fijacion
del COa, se pudieron mantener adheridos con movilidad, catalizindose asi la formacion
de macromoléculas por mantener en 2 dimensiones las posibilidades de encuentro. Por
lo anterior la pirita habria cumplido un rol pre-enzimatico, un ejemplo es la sintesis del
dcido suceinico (Wachtershauser, 1988). Dado este rol pre-enzimético tanto del FeS
como del FeS,, no es de extrafiar que las primeras enzimas hayan estado asociadas a
hierro. Esta importancia del hierro en el origen de la vida se proyecté en el desarrollo de
]a misma explicando en parte la importancia actual del hierro en los organismos de hoy,

formando parte esencial en las enzimas del ciclo de Krebs, en la respiracién celular, en
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los transportadores de electrones en los citocromos y en numerosas enzimas
involucradas en el mantenimiento de la integridad celular, tales como las catalasas,

peroxidasas y oxigenasas (Andrews, 2005).

El hierro como catalizador de ROS

Pero el hierro ademds de entregarnos vida nos la quita, ya que este elemento,
mediante el conjunto de reacciones denominadas de Haber-Weiss y Fenton, es una
fuente significativa de especies reactivas del oxigeno (Muckenthaler et al., 2008) las que
provocan dafio celular a través de la oxidacion de macromoléculas como el DNA,
proteinas y 4cidos grasos poliinsaturados (Chevion, 1988),(Keyer and Imlay, 1996) y

(Lesko et al., 1980).

La reaccion de Fenton (ecuacion 1) es una fuente de radical hidroxilo (‘OH) en la
que participa el hierro u otros metales de transicion en estado reducido como el Cu''

(Goldstein et al., 1993).
Fe(Il) + H,0, » Fe(lll) +*OH+OH- ()

Pero esta reaccion por si sola no supone una fuente constante de ‘OH ya que el
F&'? se va a agotando, por pasar a ser Fe™. Sin embargo el Fe** puede volver a su
estado Fe'? al ser objeto de reduccién por el superoxido (ecuacién 2) (Barb et al,

1951).

Fe(IlI) + O3 — Fe(II) + O,, (2)
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Si consideramos las dos reacciones anteriores obtenemos la reaccion de Haber-

Weiss (ecuacion 3) (Haber and Willstatter, 1931) y (Weiss, 1935).

Fe(ll) + H,0, — Fe(Ill) + *OH + OH" (1)
Fe(IIl) + O3 — Fe(Il) + O, @
05 + H,0, —» *OH + OH" )

Del esquema anterior se establecio que la reaccién de Haber-Weiss catalizada por
hierro es la fuente celular de -OH. El -OH es una molécula altamente inestable, la que
genera dafio general y acumulable en la célula al modificar macromoléculas como
lipidos, proteinas y ADN, eventos que se relacionan directamente con el envejecimiento
y con diversas enfermedades como hemacromatosis hereditaria, Parkinson, Alzheimer y
Escleorosis Tateral Amiotréfica (Toyokuni, 2002),(Sayre et al., 2000),(Perry et al.,

2002) y (Sayre et al., 2005).

Los seres vivos han desarrollado un eficiente método de captacién de hierro, mas
no de excrecién, lo cual conlleva una acumulacion de hierro en el organismo a lo largo
del tiempo (Bartzokis et al., 2004),(Hallgren and Sourander, 1958) y (Bartzokis et al.,
1997). Esta incapacidad de desechar el exceso de hierro condiciona a que los defectos
genéticos que aumenten la absorcién de hierro sean altamente dafiinos. Entre estas
enfermedades destaca la ya mencionada Hemacromatosis Hereditaria, la enfermedad
genética de mayor incidencia en la poblacién caucésica, relacionada con patologias

como hepatopatia crénica, cirrosis hepética, cancer de higado, diabetes sacarinica,
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insuficiencia cardiaca debida a miocardiopatias, artritis, impotencia secundaria, e
hipogonadismo hipotalamico (Nicolas et al., 2003),(Fowler, 2008) y (Lawless et al.,
2008) (Pietrangelo, 2007). Considerando lo anterior, resulta importante comprender los
mecanismos subyacentes a la homeostasis corporal y celular del hierro, ya que pueden
sentar las bases para futuras terapias de enfermédades relacionadas con la desregulacion

homeostatica del Fe.

De lo anteriormente expuesto, surge la nocién de la dicotomia del hierro en los
sistemas vivos, de ser a la vez esencial y altamente toxico. Para asegurar la viabilidad
celular, la homeostasis del hierro es modulada por una compleja red de transportadores,
moléculas de almacenamiento y moléculas que regulan su absorcién y reciclaje (Miret et

al., 2003).

Homeostasis intracelular de hierro - regulacion traduccional

La homeostasis celular del hierro resulta de la accién coordinada de multiples
protefnas como el receptor para {ransferrina (RTY), el transportador de entrada de hierro
DMTI1 (SLC11A1), el transportador de salida de hierro FPN (SLC40A1) y la proteina

de almacenaje de hierro Ferritina (Ft) (Hofto et al., 2008).

La principal entrada del hierro inorgdnico a las células ocurre a través del
transportador de metales divalentes DMT1, que como su nombre lo indica transporta
metales con carga +2. Existen cuatro isoformas de DMT1: 1A+IRE, 1A-IRE, 1B+IRE y

1B-IRE. Esta isoformas, codificadas en el gen dmtl, se generan por medio de empaime
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alternativo de los exones del extremo 5°, cxones 1A o 1B, y exones del extremo 3°, ex6n
16, que contiene un elemento de respuesta a hierro (+IRE) o ex6n 17 que no lo contiene
(-IRE) (Hubert and Hentze, 2002). DMT1 se expresa en todos los tipos celulares. Es
abundante en los enterocitos (Fleming et al., 1997) y en ciertas regiones del cerebro
(Gunshin et al., 1997). La relevancia de DMT1 ha sido demostrada tras estudios
genéticos en ratas con el locus DMT1 mutado, las que presentan anemia microcitica e
hipocrémica severa por baja absorci6n intestinal de hierro y problemas en la captacion

del metal en tejidos periféricos (Fleming et al., 1998).

La salida de hierro desde la célula es mediada por el transportador FPN. FPN es
un proteina de 62 KDa con 9 a 10 segmentos de transmembrana predichos (Donovan et
al., 2000). Su ARNm contiene una secuencia IRE en la regién no traducida 5 (5"UTR).
FPN se expresa principalmente en el higado, rifién, placenta, duodeno y bazo, (Abboud
and Haile, 2000). Si bien es de comtin acuerdo que FPN se expresa solo en la membrana
basolateral de los enterocitos (McKie et al., 2000), evidencias recientes en la literatura
(Thomas and Oates, 2004) y de nuestro laboratorio establecen que también se expresa en
la membrana apical, lo que establece un posible mecanismo de desecho de hierro
previamente desconocido (Nunez et al., 2010) . Recientemente, se ha postulado que FPN
funciona como modulador de la actividad de DMTI, esto porque al agregar un
anticuerpo contra FPN al medio apical de células Caco-2 baja la incorporacion de hierro

desde la zona apical (Thomas and Oates, 2004).

Una ves que la célula ha incorporado al hierro, este pasa a formar parte del pool

de hierro 1abil citosélico (LIP), este hierro libre es regulado por modificacién de la
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expresion de las proteinas que transportan, almacenan y que utilizan Fe. El sistema
“elemento regulador de hierro/ proteina de respuesta a hierro” (IRE/IRP) juega un papel
central en dicha homeostasis (Muckenthaler et al., 2008). Este sistema funciona en base
a la regulacion traduccional dependiente de la union Fe-dependiente de IRP1 o IRP2 a
las secuencias IRE presentes en ARNm de proteinas tales como DMT1, FPN, receptor
de Tfy Ft, para regular su expresion (Figura 1) (Wallander et al., 2006). Dependiendo
si la secuencia IRE se encuentra en la region no traducida 3" (3'UTR) 0 5° (5'UTR) el
efecto de los IRP sera positivo o negativo sobre la traduccién de los ARNm. Asi, si IRE
esta 3'UTR, el efecto observado es de estabilizacion del ARNm (ARNm de receptor de
Tf e isoformas de DMT1), mientras que si se encuentra en la regién 5'UTR (Ft, FPN) se
inhibe la unién del ARNm al ribosoma. IRP1 e IRP2 responden de diferente manera a
fluctuaciones del LIP. Si el LIP sube, IRP1 cambia su conformacioén inhibiéndose su
uni6n a IRE (Guo et al., 1994), mientras que IRP2 responde aumentando su degradacion
via proteosomal dejando de ejercer su accion constitutiva en los sitios IRE (Wallander et

al., 2006).

IRE §'UTR {control traduccional)
IRP12 IRP12 (7’
e e Fomm ]y S mme s

T T

. IRE 3'UTR (control por estabilidad del mensajero)
e
IRP2

o
protecsomal m m ¥
— 8 —
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Figura 1: Sistema IRE/IRP. Un incremento de Fe intracelular inactiva ambos IRP; IRPI por
un cambio conformacional e IRP2 por degradacion proteosomal. A una disminucion del hierro
ambos IRP reestablecen su actividad, (imagen izquierda). Mientras hay actividad IRP Ft y FPN
ven disminuida su expresion por tener un sitio IRE en el extremo 5 "UTR; aumentdndose la
misma cuando no hay actividad IRP, esto por el desbloqueamento del ARN para que se una el
ribosoma. En el caso de RTfy DMT1 al tener sitios' IRE en el extremo 3’UTR, la actividad IRP
provoca un aumento de la expresion ya que el ARN se ve mds estabilizado, esto no ha sido
demostrado para DMTI. Lo contrario pasa cuando no hay actividad IRE (imagen derecha).
(Modificado de Hentze M, 2008). .

La regulacién de DMT1 por IRPs no es tan clara, esto debido a que en ratones
mutantes sin IRP sigue existiendo una respuesta a los cambios del‘LIP por parte de
DMT1 + IRE (Zoller et al., 2002) (Galy et al., 2008), es mas, en cultivos no se ha
obtenido evidencia determinante dé que exista una regulacion traduccional de DMT1,
solo transcripcional (Gunshin et al., 2001) (Tchernitchko et al., 2002). También hay
casos en que el mecanismo IRE/IRP parece no funcionar para FPN ya que se ha descrito
que un aumento en el hierro apical disminuye los niveles de ARNm de FPN (Martini et
al., 2002) niveles que deberian aumentar segin el mecanismo IRE/IRP (Figura 1).
Recientemente se reporté un nuevo transcrito de FPN (FPN1B) que no tiene un elemento
IRE en su extremo 5°UTR. Este transcrito se expresa mayormente en células eritroides y
duodenales (Zhang et al., 2009). La ausencia del elemento IRE en la region 5’UTR tiene
como consecuencia que la expresion de FPN1B no aumente ante altos niveles de hierro,

lo que prevendria un exceso de absorcion de hierro.

Ferrocinética corporal
El hierro en el organismo forma parte de dos compartimientos: uno funcional,
que incluye los diversos compuestos celulares que contienen o requieren hierro, y otro

de deposito, el cual constituye la reserva corporal del metal. Esta manera de reservar el
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hierro es la forma como el organismo controla su carencia 0 €xceso, ya que como antes
mencionado no existen mecanismos de excrecion. Sin embargo existen formas no
controladas y poco significativas de pérdida del metal a través de las lagrimas, sudor,
descamacion y orina (Barrios et al., 2000) El compartimiento de deposito lo conforman
las moléculas de Ferritina (Hofto et al, 2008) y hemosiderina, localizados
principalmente en el higado. El intermediario entre estos compartimientos es la
transferrina (Tf), proteina plasmatica a la que se asocia el hierro férrico en el plasma y
la sangre (Pérez et al., 2005) (Figura 2). A la Tf se le llama apo-Tf, Tf-monoférrica (Tt-
Fe'’) y Tf-diférrica (Tf-2Fe™) dependiendo de los atomos de hierro coordinados

(Leibman and Aisen, 1979).

Médula
dsea

c? 295
Eritrocitos\éa‘gj

Macrofagos

Duodeno

Figura 2: Metabolismo de Tf-2Fe”. El hierro es absorbido por los enterocitos del duodeno
para pasar al plasma unido a Tf, formando Tf-2Fe"? molécula que transporta el hierro a través
de la circulacion. La mayor parte del hierro se dirige a la médula ésea para la sintesis de
eritrocitos. El hierro presente en eritrocitos senescentes es reciclado por los macréfagos para
reestablecer los niveles de hierro circulante. El exceso de hierro es acumulado mayormente en
Ft de higado. (Figura modificada de Hentze M, 2008).
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Absorcion intestinal de hierro

El finico punto de conirol en la incorporacién de hierro ocurre en los enterocitos,
los cuales absorben el hierro dietario por dos mecanismos de acuerdo a los diferentes
estados a que presenta en los alimentos: sal inorgénica de hierro e hierro hémico. Si bien
el mecanismo de ingreso de hierro hémico es poco conocido, se sabe que el grupo hemo
presente en proteinas tales como la hemoglobina y mioglol;ina es liberado de estas
proteinas por accién de enzimas pancredticas para luego ser incorporado a los
enterocitos como una metaloporfirina infacta. Una vez dentro de la célula el grupo hemo
es degradado por la hemo-oxigenasa, liberndose asi el hierro inorganico (Uzel and

Conrad, 1998).

Por otra parte, la entrada del hierro inorgénico ocurre a través del transportador
de metales divalentes DMT1, por lo que Fe"? requicre ser previamente reducido a Fe'?,
funcion llevada a cabo por la proteina de membrana citocromo b ducdenal (Deytb)

(Latunde-Dada et al., 2002) (Figura 3).

Como ya se ha mencionado, el hierro en el interior de los enterocitos pasa a
formar parte del LIP, hierro que tiene varios destinos: ser incorporado. en grupos hemo o
FeS, acumularse en Ft o ser transportado a través de la membrana basolateral al plasma
por FPN, para ser coordinado por la Tf plasmética previa oxidacién de Fe'? a Fe',

realizado por la protefna de membrana hefaestina. (Kaplan, 2002). (Figura 3).
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Figura 3: Transporte de Fe inorgdnico en enterocitos. El Fe'? ingresa a los enterocitos a
través de DMT1. El Fe™ en el lumen intestinal es reducido a Fe"” por Dcytb para que ingrese a
los enterocitos a través de DMT1. Una vez dentro de la célula el hierro pasa a formar parte del
LIP desde donde puede ser captado por Ft o salir al plasma via FPN previa oxidacion de Fe*’

a Fe a cargo de la proteina de membrana Hefaestina. Este Fe' ’se une a apo-Tf formando Tf-
2Fe'? manera en que el hierro es transportado por el organismo (modificado de Henize M,

2008).

Homeostasis corporal del hierro - El rol de Hepc

Los niveles de hierro circulante son regulados por el pequefio péptido Hepc, el
cual es liberado por el higado a la circulacion sanguinea cuando suben los niveles de
hierro circulante (Frazer et al., 2002) (Muckenthaler et al., 2003). Al parecer la
saturacion de Tf es el principal indicador corporal para la liberacién de Hepe (Lin et al.,
2007). La saturacion de Tf depende de la cantidad de hierro absorbido por los
enterocitos, del hierro liberado por macrofagos en el reciclaje del hierro de los eritrocitos

senescentes y del hierro utilizado en la eritropoyesis (Hentze et al., 2004).

21




Hepc es sintetizada como un precursor (pre-proHepc) de 84 aa el cual es clivado
a proHepc (60 aa) que a su vez es procesada para dar origen a Hepc madura de (25 aa)
(Park et al., 2001) y (Kemna et al., 2005). Estudios estructurales han demostrado que
Hepc humana posee 8 residuos de cisteina formando 4 puentes diulfuro, los que

configuran una sabana-f distorsionada en forma de horquilla (Figura 4).

DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
M|

Figura 4. Secuencia aminoacidica y modelo de estructura de Hepc. En rojo de destacan las
cisteinas y se ve en barras amarillas como establecen enlaces disulfuro entre ellas. Las flechas
representan la sabana-f que le da la conformacién en orquilla a este péptido (Figura de
Ganz, 2003).

Hepc se expresa principalmente en higado y en niveles bajos en musculo,
intestino, estomago, colon, pulmén y corazén (Pigeon et al.,, 2001). En un principio
Hepc se atribuy6 un rol antimicrobiano por poseer una estructura similar a otros peéptidos
de esa naturaleza (Park et al., 2001) y porque su sintesis se ve inducida por estimulos
inflamatorios (Nemeth et al., 2003). De hecho, Hepc tiene actividad antibacterial y
antifingica pero a concentraciones mayores de las que presenta en orina o sangre
(Krause et al., 2000). Posteriormente, estudios con ratones trangénicos permitieron

demostrar que la funcion de Hepc se relaciona con la homeostasis del hierro, donde
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inhibiria la absorcion de hierro intestinal (Nicolas et al., 2001), bloquearia el transporte
de hierro a través de la placenta (Nicolas et al., 2002) y bajaria los niveles de hierro
liberados por los macrofagos (Lesbordes-Brion et al., 2006). Por lo anterior, cuando los
requerimientos corporales de hierro son altos, se inhibiria la expresion de Hepe, mientras
que su expresion aumenta en casos de sobre carga de hierro (Frazer et al., 2002)

(Figura S).

Higado
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®
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Figura 5: Mecanismo propuesto de modulacién del metabolismo del Fe por accion de Hepc.
Metabolismo del Fe (flechas negras). Efecto de Hepc (flechas rojas). El hierro es absorbido por
los enterocitos del duodeno para pasar al plasma unido a Tf, formando Tf- 2Fe* molécula que
transporta el hierro a través de la circulacién. La mayor parte del hierro se dirige a la médula
ésea para la sintesis de eritrocitos. El hierro presente en eritrocitos senescentes es reciclado por
los macrdfagos para reestablecer los niveles de hierro circulante. El exceso de hierro es
acumulado mayormente en Ft de higado. El efecto de Hepc en la homeostasis del hierro es la de
bloguear la liberacion de este elemento al plasma desde sus tres principales fuentes; de
absorcién por el duodeno, de reciclaje por macrdfagos y de reservas del higado. El incremento
en los niveles de Tf-2Fe"” estimula la liberacion de Hepc a la circulacion mediante la accidn de
tres proteinas reguladoras descritas recientemente; HFE, TfR2 y HJV (Figura modificada de
Hentze M. 2008).
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Se ha propuesto que la expresién de Hepc es regulada por al menos 3 proteinas
secretadas por el higado: la proteina de la hemacromatosis (HFE) (Feder et al., 1996), la
haemojuvelina (HJV) (Papanikolaou et al., 2004) y el receptor de transferrina 2 (TfR2)
(Camaschella et al., 2000) (Figura 5). La importancia de estas proteinas es patente ante
la hemacromatosis, que se observa en pacientes que poseen mutaciones en estos genes
(Cazzola, 2003). oA

Existe evidencia que Hepc curﬁple su funcién porque interacciona con FPN lo
que induce su internalizacién y posterior degradacion en lisosomas. Esta observacion,
realizada en las lineas celulares HEK293, Hela (Nemeth et al., 2004) y J774 (Delaby et
al., 2005), llev a postular que Hepe ejerceria su accién en enterocitos por medio del

mismo mecanismo, sin contar con prueba directa.

Estudios recientes muestran que el efecto de Hepe en enterocitos ocurre sobre
DMT]1 v no sobre FPN (Chaston et al., 2008 y Mena et al., 2008) . Esta interpretacion
surge porque al tratar enterocitos con Hepc bajan los niveles tanto de DMT1 como de su
mensajero, mientras que los niveles de FPN se mantienen constantes. Estos cambios
explican la disminucion en la absorcién de Fe! Esta particular reaccién del enterocito
ante Hepc apunta a que su efecto es célulq—especiﬁco, lo que no seria el tUnico
comportamiento célula especifico en lo que a la homeostasis de hierro se refiere. A
modo de ejemplo, FPN en macréfagos alveolares.y en enterocitos reacciona de manera
opuesta a las fluctuaciones de los niveles de hierro, mientras que FPN aumenta en
enterocitos por deficiencia de hierro, en macréfagos aIveolare's aumenta por

suplementacién de este elemento (McKie et al:, 2000) (Yang et al., 2002).

24




Considerando que Hepc es una sefial de exceso de hierro en el organismo,
evaluamos el efecto de Hepc purificada a partir de medios condicionados de células
Hep-G2, sobre la incorporacién de hierro y la ubicacién de los transportadores de hierro

DMT1 y FPN en células Caco-2, un modelo ir vitro de epitelio intestinal.

25




4.2 Hipétesis de trabajo

En células Caco-2, Hepc produce una seiial similar a un aumento de Ia
oferta de hierro, induciendo redistribucién . apical-basolateral de los
transportadores de entrada (DMTI1) y de salida (FPN), modificando la

incorporacion de hierro.

4.3 Objetivo General.

Establecer el efecto de tratamientos con Hepc sobre la distribucién de los

transportadores DMT1 y FPN en las membranas apical y basolateral de células Caco-2.

4.4 Objetivos Especificos

1. Obtencion y purificacién parcial de Hepc a. partir de medios condicionados de
células Hep—GZ.
1.1. Produccidén de Hepe nativa.
1.2. Purificacion parcial de Hepe.
1.3. Determinacién de las caracteristicas de migracién electroforética de Hepc sintética.
1.3.1. Caracterizacion de agentes reductores.
1.3.2. Caracterizacion de la concentracion de SDS.

1.3.3. Caracterizacidn del pH del tamp6n de corrida
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2. Caracterizacién de Hepc en la incorporacién apical de hierro.

3. Determinar ¢l efecto de hierro en la distribucion de los transportadores DMT1 y

FPN en las membranas apical y basolateral de células Caco-2.

4, Determinar el efecto de Hepc en la distribucién de los transportadores DMT1 y

FPN en las membranas apical y basolateral de eélulas Caco-2.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Materiales.
5.1.1. Materiales y reactivos generales.

De las siguientes empresas, se obtuvieron los reactivos y materiales listados a

continuacion.

Pierce Chemical Company: Solucién de Iodogen (28600), Tubos Iodogen; Sulfo-SS5-
biotina (21331); Super Signal West PICO Chemiluminescent substrate (34080). NHS-

imino biotin (21217).
PerkinElmer: **FeCls, 5SmCi (070812B).
Comisién Chilena de Energia Nuclear: Na'™'I, 5 mCi (I-131000).

Merck: N-N’-Methylenediacrylamine (110897); NaOH '(106498); CaCl, x 2H,0O
(160482); MgCl, (105833); KCI (104636); KHzi’O4 (104873); NaCl (106404); Na;HPO4
x 2H,O (106580); HCl (100317);: EDTA (1118011} Glicerol; Etanol absoluto
(1.00983); NaHCO; (6329); CH;COONa (6267); NaHPO4 (6346); NaxS;0s; NaCOs

(6392); Na,CiHiOx2H,O (6664); CuSOs (2790); SO/NH: (1217); BSA

| (1.12818.0100); Cloroformo {02445); Metanol (60009); Isopropanol (009634).




Winkler: arcrilamida (BM-0070); Tris (BM-2000); glicina (BM-0820); Hepes (BM-

0855).

Sigma Chemical Company: Tween 20 (P-5627); Triton X-100 (T-6878); Inhibidor de
proteasas, ( AEBSF-[4-(2-aminoethyl)benzencsulonyl fluoride hydrochloride], Aprotin,
Bestatin hydrochloride, E-64, Leupeptin hemisulfate salt y Pepstatin A (P-8340); SDS
(L-3771); 2-Mercapetanol (M-3148); DTT (D-9779): Glutatién reducido (G-6529);
Tricina (T-0377); Temed (T-8133); APS (A-9164); Na;B4O7 (3-9125); NaN3 (S-2002);

Dipiridilo (D-7505); NTA (N-7642); Pepstatina (P-4665).

BIO-RAD: Coomassie Brilliant Blue R-250 (161-0400); Azul de Bromofencl (161-
0404); CHELEX (142-2822); Precision plus protein standars dual color (161-0374);

Resina de intercambio ani6énico (AG1 X8).

Gibco-Invitrogen: Optimem (31985); Aminoécidos no esenciales (11140); Antibidticos

(15240); Piruvato de Sodio; FBS; DMEM (12100-046).

Biosynthesis Incorporated: Hepe-25 (M-1731); aniticuerpo policlonal de conejo conira
todas las isoformas de DMT1 (PanDMT1).

Millipore: Filtros de 10 KDa Centricon plus 20.

5.1.2. Anticuerpos ¢ inmunodeteccion.
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- Anticuerpos anti-FPN:

1) Contra Ia secuencia carboxilo-terminal CGPDEKEVTKENQPNTSVYV preparado en
conejo (BioSonda, Chile).

2) Contra la secuencia carboxilo-terminal CGPDEKEVTKENQPNTSVYV preparado en
ratén (Lab. de Inmunologfa Dr. Maria Rosa Bono).

- Anticuerpos anti-DMT1:

1) anti-DMT1 de conejo, contra el tercer ‘loop extracelular QVLRGMFVPSCS
(PanDMT1; Biosynthesis Inc).

2) anti-DMTI+HIRE de congjo, contra la  secuencia amino-terminal
MVLGPEQKMSDDSVSGDH comiin a todas las isoformas de l‘a proteina (PanDMT1;
Biosynthesis Inc.).

- Anti-IgG de conejo preparado en cabra conjugado a peroxidasa de rdbano (Pierce
31460).

- Anti-IgG de ratén preparado en congjo conjugado a peroxidasa de rabano (Pierce

31450).
5.1.3. Materiales de Cultivo.

Botellas plésticas de 40 mL, drea de crecimiento 25 em?, Costar (3025).

Placas de cultivo 100mm x 20mm, 60mm x 15mm y de 35mm x 10mm, Cosrning
(430167).

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

Unidades de filtracién desechables, tamafio poro 0,2 jrm Milipore, 500 mL.

Flitros 0,22 pm Millex GP.
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Placas de ELISA, Nunc Inc.
Insertos bicamerales Transwells-Clear, con membrana de poliestef", tamafio poro de 0,4
pm, 6,5 mm de diametro, Costar (3470).

Botellas de vidrio reutilizables, Shott Duran, 500-mL.

5.1.4. Células.

Células Caco-2: Linea celular de la American Type Culture Collection (ATCC,
#HTB37, Rockville, MD), derivada originalmente de un cancer de colon, semeja un
modelo de epitelio intestinal. Estas células expresan GLUT-5, un marcador de
microvellosidades de intestino delgado que no se encuentra en colon. Crecen en
monocapas altamente polarizadas y pueden ser usadas para trasporte vectorial, presentan
inhibicién de la proliferacién por contacto, forman uniones estrechas con una resistencia
transepitelial de 280-320 chm x cm’ y presentan abundantes microvellosidades, Estas

células pueden cultivarse tanto en pléstico, vidrio como en insertos bicamerales.

Células Hep-G2: Linea celular de ATCC (#HB-8065) derivada de un carcinoma
hepético de un varén caucdsico de 15 afios. Estas c¢lulas tienen una morfologia epitelial.
Se usan cominmente para estudiar la sintesis de protefnas mediadas por citoquinas, pero

seran ocupadas para la obtencién de Hepc.
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5.1.5. Equipos.

Microscopio Optico Nikon TMS;

Campana de Flujo laminar, Nuaire, UN-201-430;
EVOM Epithelial Voltohmmeter (World Precision Instruments);
Lector de placas ELISA SUNRISE (TECAN);
Camaras electroforéticas BIO-RAD;

Fuente de poder PS 4010-2 (Sigma-Aldrich);
Centrifuga Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen, Germany);
Centrifuga SORVALL RT 6000B;

Agitador GX-1000 (Labnet);

pH-metro Suntex SP-701;

Fisher Vortex Genie 2;

Espectrofotometro Lambda;

Bafio termorregulado Memmert;

Incubador Orbital SI50;

Incubador de CO3;

Contador de radioactividad beta Cobra II autogamma;
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5.2 Métodos.

5.2.1 Cultivo Celular.

Las lineas celulares Caco-2 y- HepG2 fueron sembradas calculando una densidad
inicial aproximada de 20.000 ‘células/cmz, en. diferentes tamafios de botellas y pocillos
considerando los requerimientos experimentales. Las células Caco-2 fueron cultivada en
DMEM vy las células Hep-G2 en MEM, ambos medios suplementados con FBS 10%,
100.000 UI de antibidticos (pénicilina/estroptomicina), aminoacidos no esenciales,
NaCOj; 18mM y piruvato de sodio 1mM. El medio de cultivo fue cambiado cada 2 dias
previo lavado con PBS por 3 veces. Para resembrar, los cultivos en confluencia fueron
disociados con tripsina al 0,25% y EDTA 5 mM. La confluencia de las células de
determind por microscopia 6ptica y para los insertos bicamerales midiendo la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER). La incubacién fue a 37°C y la concentracion de CO; fue
5%.

5.2.2. Marcaje de Hepc con o

Hepc fue marcada con Bl (5 mCi/mg proteina) usando el reactivo Iodogen
(Pierce Chem. Co.), siguiendo el protocolo recomendado por la empresa. Luego de la
iodinizacién, Hepe-"'I fue separada -del, BI1 libre por incubacién con resina de

intercambio aniénico por 24 hr a 4°C con tres cambios de la resina.

5.2.3 Obtencién de una prebaracién de Hepc parcialmente purificada.
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Considerando altas concentraciones de hierro en el plasma sanguineo inducen la
sintesis de Hepc en el higado, se obtuvo un medio rico en Hc;pc a partir de cultivos
confluentes de células Hep-G2 que se mantuvieron en medio OPTIMEM adicionado con
FeNTA 40uM por 48 hr. El1 FeNTA se obtuvo 2 partir de la mézcla de FeCl3 y NTA en
una proporcién 1:2,2, mol:mol. EI medio condicionado fue recolectado y tratado con
30% de CHELEX por 24 hr con agitacion para eliminar el hierro del medio de cultivo.
Por tltimo el medio se pas6 por un filtro de 10 KDa contrifugando por 30 min a 2.000
rpm. El filtrado corresponde a la Hepe parcialmente purificada. Ademds de esta Hepe,
denominada Hepe PP1, se ocuparon ottas 2 pertenecientes al stock del laboratorio a las
que llamamos Hepc PP2 y 3. Estas Heps fueron obtenidas a partir de células HEK293
transfectadas establemente con un plasmidio que contiene el cDNA codificante de la
Hepc. Estas células al llegar 2 un 80%' de confluencia fueron crecidas en medio DMEM
sin suero durante 24 hr, tras lo cual el medio fue recolectado y filtrado de igual manera

que Hepc PP1.
5.2.4 Cuantificacién del Fe en los medios de cultivo.

Para determinar la concentracién de Fe en los medios de cultivos se utilizo el
método colorimétrico con a, o’-dipiridilo. Para esto se gene:rc') una solucion 8:1:1 de
Medio de cultivo, Na;S20s 0,375M y a, a’-dipiridilo 0,5% en.4cido acético al 60%. Esta
solucién fue incubada por 1 hr a 100 °C para luego medir su absorbancia a 520 nm, la
absorbancia se pas6é a concentracién ocupﬁndo una curva de calibracién previamente

confeccionada.
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5.2.5. Determinacién de las caracteristicas de migracion electroforética de Hepe-25

marcada con 131y

La migracién de Hepe-""'1 sintética de 25 aa (Biosynthesis Incorporated) fue
cuantificada en geles de SDS-poliacrilamida al 20%. Después de la eleciroforesis, el
catril cargado con Hepe-""I fue cortado en pedazos de 2mm a las que s¢ les determind la
radioactividad del 'L

Con el fin de obtener una migracién de Hepe con mejor resolucién debido a que
en experimentos iniciales se observé una migracion difusa, se realizaron electroforesis
bajo distintas condiciones de amortiguador de muestra y amortiguador de corrida,
ocupando: amortiguador de muestra (Tris-HCI pH 6.8, Glicerol 25%, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 14,4 mM y azul de Bromofenol 0,1%) y amortiguador de corrida
estandar (Tris 25mM, Glicina 192mM y SDS 0,1% ); amortiguador de muestra sin f3-
mercaptoctanol y amortiguador de corrida estandar; amortiguador de muestra con 50mM
y 85 mM DTT en lugar dé B-mercaptoetanol y amortiguador de corrida estandar;
amortiguador de muestra con SDS 6% y amortiguador de corridz.t estandar; amortiguador
de muestra estindar y amortiguador de corrida con tampén Tris- Tricina pH 8,5
(Schiigger and von Jagow, 1987). Las proteinas antes de ser cargadas en los geles de

poliacrilamida fueron incubadas a 95°C por 5 min.

52.6. Biotinilacion selectiva de las membranas apical o basolateral de células

Caco-2 crecidas en insertos bicamerales.
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Las células Caco-2 fueron crecidas en inserios bicamerales de 6,5 mm de
diametro. Los insertos bicamerales permiten exponer las superficies apical y basolateral
de las células polarizadas. La confluencia se determiné midiendo la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER), la cual en confluencia supera los 240 Q x cm’, resistencia
alcanzada tras 16 dias de incubacién.

La solucién de biotina fue preparada agregando 0,5 mg/ml de NHS-imino biotina
a una solucién de PBS pH 8,0, CaCl, 0,5mM y MgCly ImM a 4°C. Las células a
biotinilar se lavaron 3 veces con PBS pH ,8,0',‘ CaCl; 0,5mM, y MgCly 1mM a 4°C. Se
agregd la solucion de biotina al medio apical o basolateral de los insertos bicamerales
dependiendo del experimento, mientras que €l medio contrapuesto se dej6 en PBS pH
8,0, CaCl, 0,5mM y MgCl, ImM. Se incubé por 30 min a 4 °C. Se cambib la solucién de
biotina por una recién preparada y se incub6 nuevamente por 30 min a 4 °C. Se lavd con
PBS pH 8,0, CaCl, 0,5mM, MgCl, 1mM, NH,Cl 50mM y PBS pH 8, CaCl; 0,5mM y
MgCl, ImM. Las células fueron cosechadas con Tris-EDTA y recuperadas a un tubo
falcon de 15 ml. Se centrifugd a 2.000 rpm por 3 min. Las células se resuspendieron en
200uL de amortiguador de lisis (NP40 O,é%, Hepes 10mM pH 7,5, MgCl, 3mM, KCI
40mM, PMSF 1mM, Leupeptina 10pg/ml, Aprotinina 0,5ug/ml, Pepstatina 0,6 pg/ml,
Glicerol 5%, DTT 1mM) y se incub6 por 1 hr a 4°C. Se centrifugé a 12.000 rpm por 15
min y se recolecté el sobrenadante (extracto total). Se determind la concentracion de

proteinas del extracto total por el método del acido bicinconinico (BCA).

Las proteinas biotiniladas se aislaron del resto utilizando estreptaavidina. 30 pg
de proteinas del extracto total recibieron 10uL de estroptoavidina inmovilizada en perlas

de sefarosa al 50%. Se incubé por 3 hr a 4°C y se centrifugé a 1.300 rp}n por 1 min a
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4°C. Se descarté el sobrenadante y el pellet se lavd por centrifugacion con tampén TPII
(Tris-HC1 20mM pH 8,0, NaCl 150mM, EDTA 5mM, BSA 0,2%, SDS 0,1%), después
con tampén TPIIT (Tris-HCI 20mM pH 8,0, NaCl 150mM, EDTA 5mM, BSA 0,2%) y
finalmente con tampén TPIV (Tris-HCI 20mM pH 8,0). Las perlas de sefarosa en el

sedimentado de la centrifugacién contenian las proteinas biotiniladas.

5.2.7. Inmuno blot para DMT1 y FPN.

Para llevar a cabo los Inmuno blots (Western blots) se siguié el protocolo
descrito en “Protein Methods” (Bollag et al., 1996). El método de deteccion fue a través
de la reaccion catalizada por peroxi&asa de rabano, la cual fue llevada a cabo como esta
descrito en las instrucciones del kit “Super Signal West PICO Chemiluminescent
substrate”. La dilucién de los anticuerpos fue: anti-FPN 1:2000, anti-DMTT1 1:500, anti-
TgG de conejo 1:1000 y anti-IgG de ratén 1:10,000, esto para ambos tipos de anticuerpos
anti-DMT1 y anti-FP. La exposicién a la pelicula fotografica fue entre 30 segundos y 30

min, segin la intensidad de la sefial de luminiscencia.

52.8. Efecto de la concentracién de hierro en el medio en la distribucion de DMT1

y FPN.

Caco-2 en confluencia crecidas en insertos bicamerales se incubaron por 4 hr con
2, 10 o 30 pM de hierro ofrecido como Fe-NTA (1:2,2 mol:mol) al medio de cultivo,
tanto en el medio apical como basolateral. Las concentraciones de hierro elegidas

corresponden a concentraciones baja (2 pM) mediana (10 pM) o alta (30 pM).
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Posteriormente se biofinilé las membranas basolaterales y apicales por separado para

luego hacer Western-blots anti DMT1 y FPN.
5.2.9. Efecto de Hepe en la redistribucion de DMT1 y FPN en Caco-2.

Células Caco-2 fueron crecidas por 16 dias en insertos bicamerales. Los insertos
bicamerales permiten exponer las superficies apicaly basolateral de las células Caco-2
polarizadas. Luego las células se incubaron en el medio basolateral, es decir en contacto
con la superficie basolateral, por 12 hr con las distintas Hepc parcialmente‘ purificadas,
las cuales fueron diluidas 2 un 50% con DMEM sin suero y llevadas a una concentracion
de FeNTA 1pM. El control negativo‘fucron célula;s Caco-2 confluéntes incubadas 12 hr
con medio DMEM sin suero FeNTA 1uM. Se biotinilé las membranas basolaterales y

apicales por separado para luego hacer Westem—\blots anti DMT1 y anti FPN.

5.2.10. Efecto de Hepc en la incorporacion de Fe por Caco-2.

AY

Células Caco-2 fueron crecidas en insertos bicamerales de 6,5 mm de didmetro
por 16 dias. Una vez alcanzada la TEER e:;perada, se agregd 1uM de Fe-NTA en el
medio apical, mientras que el espacio basqlateljal se incub6 uno de los siguientes medios
de cultivo: DMEM més FeNTA 1uM y DMEM con las distintas muestras de Hepe
parcialmente purificada en dilucidn 1 1 y llevadas a una concentracion de FeNTA 1uM.
Se Incub6 por 12 hrs. Se lavé dos veces con PBS mas EDTA 1mM a 4°C y 2 veces con
PBS a 4°C. La incorporacién de *°Fe se cuantificé contando la radiacién que emiten las

células en el contador de radioactividad beta Cobra Il Auto Gamma.

38




5.2.11. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizé utilizando el test de Tukey con el programa
InStat (GraphPad Software). Los valores se expresaron como el promedio de las
mediciones * error estandar (SEM). Las determinaciones se repifieron 3 veces. Las
diferencias fueron consideradas significativas a partir de P < 0,05 (*), P<0,01 (**) y

P<0,001 (***).
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6. RESULTADOS

6.1. Obtencion y purificacion parcial de Hepc a partir de medios condicionados de

células Hep-G2.

6.1.1 Obtencion y purificacién parcial de Hepc nativa

Hepc es producida por el higado en respuesta a alio hierro circulante.
Anteriormente se habia demostrado en nuestro laboratorio que la linea de hematoma
humano HepG2 produce Hepe (Mena et al., 2006). Desarrollamos la metodologia para
obtener Hepc nativa cultivando las células en medio libre de suero (OPTIMEM) al que
le adicionamos 40 pM de Fe-NTA. La Hepc presente en el medio de cultivo después de
dos dias de cultivo se sometié a una purificacién parcial. Inicialmente se eliminé el
exceso de hierro del medio incubdndolo con el quelante de metales Chelex, que tienc
gran afinidad por hierro. Después de 24 hr de incubacion, la concentracién de hierro bajé
a niveles indetectables por el método del dipiridilo (datos no mostrados), por lo que la
concentracién de Fe debid ser menor a 2 pM, el limite de resolucién de este método.
Aunque el medio OPTIMEM® no contiene suero y su férmula es secreta (invitrogen), se
sabe que contiene sustancias de alto peso-molecular como transfetrina e insulina. Estos
elementos fueron eliminados por filtracién en membranas que retienen componentes
mayores a 10.000 Dalton. Al filtrado de esta centrifugacion se le denominé Hepce PP1.
En este Seminario se usaron otras dos preparaciones de medios condicionados ricos en
Hepc, Hepe PP2 y Hepc PP3, elaboradas en el laboratorio acorde a lo explicado

anteriormente.
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6.1.2. Determinacién de las caracteristicas de migracion electroforética de Hepe-25

3
mareada con 'L

Hasta el momento, no existe en la literatura una metodologia para determinar la
presencia del péptido maduro de Hepc (Hepcl‘ de 25 aminodcidos) por Western blot. Es
posible que esta deficiencia sea debida a una migracién anémala de Hepc, causada por el
alto nfimero de puentes disalfuro o por su caracteristica de péptido catiénico. Por lo

tanto se determinaron las caracteristicas de migracion electroforética de Hepe.

Hepc sintética de 25 aminodcidos (Biosynthesis Incorporated) fue marcada
radioactivamente con *'I y sometida a elcctroforesi; en geles de poliacrilamida al 20%.
Se efectuaron variaciones en las condiciones de electroforesis, tanto en el amortiguador
en que se solubiliza la muestra como en el amortiguador utilizado en la corrida de

i

electroforesis.

Utilizando los amortiguadores basales, Hepc migré en forma difusa,
encontrandose en 4 fracciones del gel, equivalente a 8 mm. Se concentré en un PM
aparente de 6,9 KDa (Figura 6, serie estandar). El tiltimo pico de radioactividad en esta
y las siguientes figuras corresponde a B no unido al péptido, determinado en una

electroforesis de Na'3!I.

El amortiguador de muestra podria estar reduciendo solo parcialmente los
puentes disulfuro de la Hepe, produciendo de esta forma una heterogeneidad en la

muestra que podria resultar en una migracion difusa. Se probé utilizar el reductor

41




ditiotreitol (DTT) en reemplazo del p-mercaptoetanol, bajo el razonamiento que podrfa
ser un mejor reductor de los puentes distlfuro. DTT 50 mM (Figura 6, serie DTT 50
mM) y 85 mM (Figura 6, serie DTT 85 mM), generaron el mismo perfil de migracién

de Hepc que f-mercaptoetanol.

En otra aproximacion, se elimind el B-mercaptoetanol en el amortiguador de
muestra, una condicién que debiera mantener intactos los enlaces disilfuro de la Hepe y
posiblemente generar una muestra mas homogénea. Bajo esta condicic’m? Hepc migré de
manera diferente comparado con las condiciones estandar, apareciendo 2 picos de Hepc
con PM aparentes de 22,5 Kda y 5,8 KDa (Figura 6, serie sin reductoer). La presencia

de dos picos podria deberse a enlaces distlfuro entre 2 o més moléculas de Hepc.

Ademds de su propiedad de solubilizar membranas y disociar complejos
proteicos, el SDS al unirse a las proteinaé les confiere una carga neta negativa, lo que
permite separarlas solo por el criterio de tamafio (Laémmli,, 1970). Al aumentar al triple
la concentracién de SDS en el amortiguador de muestra (SDS al 6%) no se observaron
cambios en el perfil de migracion, apareciendol el pico de Hepc en un PM aparente de

6,1 KDa (Figura 6, serie SDS 6%).

Amortiguadores de Tris-Tricina han e;ido indicados como mejores que los en base
a Tris-Cl para la separacién de péptidos pequeiios (Schiigger and von Jagow, 1987). Al
usar Tris-Tricina 100 mM, SDS 0,1%, pH 8,5 como amortiguador de corrida, también se
generé el mismo perfil de migracién, con un pico‘de ﬁepc de un PM aparente de 5 KDa

(Figura 6, serie Tris-Tricina). Tampoco se observaron cambios en la migracién de
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Hepc al usar Tris-Tricina como amortiguador de corrida con DTT o Glutation (datos no

mostrados) en lugar del B-mercaptoetanol en el amortiguador de muestra.

Caracterizacion de la migracion electroforética de Hepc

PM (KDa)

- 120

- 100

- 80

- 60

- 40

- 20

CPM,
unidades
arbitrarias

—— Estandar
—DTT 50mM
—DTT 85mM
— Sin reductor
—Tris-Tricina
—SDS 6%

Figura 6: Caracterizacion de la migracion electroforética de Hepc: Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 20% con 2% SDS de Hepc-25 marcada con "'I utilizando diferentes
condiciones de corrida. Después de la corrida, el gel fue cortado a lo largo en segmentos de

2mm. Se graficé el PM que le corresponde a cada fraccién del gel v/s la radioactividad de

1311

expresada en unidades arbitrarias de cpm, se graficé a partir de 50 KDa para efectos visuales.

6.2. Caracterizacién de Hepc PP en la incorporacion apical de *Fe.

Para comprobar la presencia de Hepc en el medio condicionado, se efectué un

ensayo de actividad, consistente en registrar si la incorporacion apical de hierro en

células Caco-2 disminuye en presencia de Hepc, efecto de este péptido sobre las células
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epiteliales (Mena et al., 2008). Para esto se determiné la incorporacién de 5Fe en Caco-
2 incubadas con Hepe PP1, 2 y 3 por separado. Se ocupo Hepe PP1, PP2 o PP3 al 50 %,
los cuales fueron diluidos en DMEM sin suero, estas soluciones fueron llevadas a una
concentracion final de 1pM FeNTA. Se observé una disminucién de alrededor del 50%
del hierro incorporado en las células Caco-2 tratadas con las distintas Hepc PP (Figura
7).

Incorporacién de Fe

en células Caco-2
150-

dede

100+

Incorporacién de Fe,
unidades arbitrarias

Figura 7: Incorporacion de Fe* en células Caco-2. Caco-2 crecidas hasta confluencia en
insertos bicamerales se imcubaron en el medio basolateral por 12 hrs con Hepc PPI, 2y 3
diluidas en un 50% con DMEM sin suero y 1 uM *Fe-NTA en el medio apical. Se grafico el
porcentaje de picomoles de “Fe absorbido por las células tratadas con las distintas Hepc PP
con respecto al control. Los valores representan la media + SEM (nm 3). Se observoé una
disminucion significativa de aproximadamente un 50% en la incorporacion de Fe* con respecto
al control. *¥, P<0,01.

6.3. Efecto del Fe en la redistribucién de DMT1 y de FPN en Caco-2.
Experimentos preliminares de nuestro laboratorio indicaban que altas

concentraciones de hierro inducen una disminucién de la incorporacién apical de hierro.

Decidimos probar, usando la metodologia de biotinilacion selectiva de las'membranas
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apical y basolateral, si la ubicacién apical/basolateral de los transportadores DMTI1 y
FPN1 es funcién de la concentracién de hierro a la que se exponen las células y si Hepe
induce un cambio en la posicién apical/basolateral de los transportadores. En células
Caco-2 incubadas por 4 hr con distintas concentraciones de Fe, se observo que el
aumento de la concentraci()n‘ de hierro en el medio de 2 a 30 uM indujo una disminucion
significativa en la ubicaci6én apical de DMT1 y un aumento signiﬁcativ.o en su ubicacién

basolateral (Figura 8A y 8B).

A

Apical Basolateral

FeuM: 2 10 30 2 10

DMT1

Apical Basolateral

-
&
S

-
o
<

unidades arbitrarias

Densidad de banda,

VYRS VTSP
[Fe] en el cultivo, pM

Figura 8: Efecto del Fe sobre DMTI. A: células Caco-2 se incubaron por 4 hr a 37°C en
medios conteniendo las concentraciones de hierro indicadas en la Figura. Posteriormente las
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células se enfriaron a 4°C y se biotinilo su superficie apical o basolateral. Las proteinas que
contenian biotina se seleccionaron por precipitacion con estreptoavidina y se resolvieron por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. DMTI se reconocié con un anticuerpo
especifico mediante metodologia western. Se muestran 3 experimentos independientes. B:
andlisis densitométrico de las bandas mostradas en A. Los valores representan la media £ SEM.

* P <(,05. :

En ¢l caso de FPN (Figuras 9A y 9B), se observé que el aumento de la
concentracién de Fe en ambos dominios produjo un aumento de FPN en la membrana
apical que no fue significativa. En la membrana basolateral, en donde FPN se expresa en
mayor cantidad y realiza su labor fundamental de mediar la salida de hierro hacia la
circulacién sanguinea, se observ6 una disminucién a medida que la concentracion de Fe
fue aumentando. Similarmente a los cambios en la membrana apical, esta disminucién

no fue significativa respecto a la situacién de bajo hierro

A

Anbical Basalateral

Fe.uM: 2 10 30 2 10 30

FPN

Abical Basnlateral

& 150-

100-

Densidad de banda,
unidades arbitra

T 0 VO D
[Fe] en el cultivo, uM
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Figura 9: Efecto del Fe sobre FPN. A: células Caco-2 se incubaron por 4 hr a 37°C en medios
conteniendo las concentraciones de hierro indicadas en la Figura. Posteriormente las células se
enfriaron a 4°C y se biotinilo su superficie apical o.basolateral. Las proteinas que contenian
biotina se seleccionaron por precipitacion con estreptoavidina 'y se resolvieron por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. FPN se reconocid con un anticuerpo
especifico mediante metodologia western. Se muestran 3 experimentos independientes, B:
andlisis densitométrico de las bandas mostradas en A. Los valores representan la media + SEM.
No se encontraron diferencias significativas en los niveles de FPN entre las diversas

condiciones.

6.4. Efecto de Hepc en Ia redistribucién de DMT1 y FPN en Caco-2.

El medio basolateral de células Caco-2, fue suplementado con diferentes
soluciones de hepc. Tras 12 hr de incubacién se biotinilé la membranas apical y
basolateral y se determiné la presencia de FPN y DMT1 por western blot. En el caso de
DMT1 apical hubo una disminucién aproximada de un 30% con respecto al control,

mientras que en DMT1 basolateral, FPN apical y FPN basolaieral no hay cambios con

respecto al control (Figura 10).
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Figura 10: Efecto de Hepc sobre DMT] y FPN. Células Caco-2 crecidas en insertos
bicamerales en confluencia fueron incubadas con DMEM sin suero IuM FeNTA (control) y con
las distintas Hepc PP disueltas a un 50% en DMEM sin suero y llevadas a 1uM FeNTA.
Posteriormente las células se enfriaron a 4°C y se biotinilaron ya sea por la membrana apical o
la basolateral. Las proteinas que contenian biotina se seleccionaron por precipitacién con
estreptoavidina y se resolvieron por electroforesis en geles de. poliacrilamida con SDS. FPN y
DMT1 se reconocieron con anticuerpos especificos mediante metodologia western. En A) y B)
se muesira un experimento representativo de western anti-DMTI y.anti-FPN respectivamente
para biotinilacicn apical y basolateral. Los grdficos son andlisis densitomélricos de las bandas
obtenidas (n=3). Los valores representan la media = SEM. Se encontraron diferencias
significativas solo para DMT1 apical, disminuyendo versus el control en aproximadamente en
un 30% . ** P<0,01.

7. DISCUSION
7.1. Obtencion y actividad de Hepe parcialmente purificada.

En concordancia con experimentos anteriores del laboratorio (Mena et al., 2008),
se encontr6 que Hepc PP1 ejerce una actividad inhibitoria de la incorporacién de hierro a
los enterocitos, por lo que la Hepc obtenida a partir de Hep-G2 se ocupd para los
experimentos posieriores, ademas de las Hepc PP2 y 3. Llama la atencién que en este
Seminario, el efecto inhibitorio de Hepc sobre la incorporacién de Fe en células Caco-2
alcance un maximo de un 50% de la incorporacion apical de hierro. Datos anteriores del
laboratorio indican una inhibicién méxima de un 70% utilizando el mismo sistema
experimental. La falta de inhibicion total indica que posiblemente hay otro sistema de
incorporacién de hierro insensible a Hepc. Alternativamente, pddﬁa ser que Hepc
ejerciera inhibicién sobre alguna y no tOdE.lS‘ las isoformas de DMT1. Por ejemplo, podria
inhibir solo las isoformas +IRE, las mas abundantes en células Caco-2. O simplemente

la Hepc obtenida no era igualmente funcional.
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7.2. Migracién de Hepc-25 marcada con '] bajo distintas condiciones.

Bajo condiciones estandar, Hepc present6é una migracién dispersa en geles de
poliacrilamida-SDS. En un intento por obtener una migracién més acotada, se probaron
distintas condiciones de corrida tanto en el amortiguador de ‘muestra como en el
amortiguador de corrida. Primero se evalué si la migracién dipersa era debida a una
reduccion parcial de los puentes disulfuro de Hepe. Comparando el perfil de migracion
de Hepc en condiciones estandar con B-mercaptoetancl (Figura 6, serie estandar), sin
reductor en el amortiguador de muestra (Figura 6, sin reductor) y con DTT 50 y 80
M, en reemplazo del B-mercaptoetanol en el amortiguador de muestra (Figura 6, series
DTT) concluimos que en condiciones estandar de electroforesis se logra un grado
maximo de reduccion de los puentes distlivro de Hepe, aunque no se puede concluir que
los 4 puentes estén reducidos bajo estas condiciones.. También parece ser que tanto -
mercaptoetancl como DTT evitan Ja presencia de un complejo intermolecular que tiene
una migracién dispersa con un pico de 22,5KDa, pico observado en ausencia de

reductor.

Bajo la hipétesis de que la migracion difusa de Hepe se debe a que haya perdido
solo parcialmente su estructura secundaria bajo condicionsas estdndar, posiblemente
porque su particular estructura la hace mas resistente al SDS, se subi6 a tres veces la
concentracion de SDS en el amortiguador de muestra (Figura 6, serie SDS 6%). No se
observaron cambios en la migracién con éstas condiciones, indicando que posiblemente

Hepc ya se encuentra completamente denaturada en condiciones estandar.
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Al ser Hepc un péptido catiénico (punto isoeléctrico: 8,2) y con una rigida
estructura secundaria, es posible que el SDS no estuviera otorgéandole la suficiente carga
superficial negativa para una correcta migracién al dnodo. Para probar esta hipétesis, se
cambi6 el amortiguador de corrida de Tris-Glicina 25 mM pH 8,3 a Tris-Tricina 100
mM pH 8,5 (Figara 6, serie Tris-Tricina). Tris-Tricina es un amortiguador con una
mayor capacidad de mantencién de pH. El pH 8,5 estd sobre el punto isoeléctrico tedrico
de Hepc, ademds tiene una mejor resolucién para péptidos pequefios. Bajo estas
condiciones tampoco se vio un cambié en el perfil de migracion, lo que nos induce a
pensar que el SDS le estarfa otorgando una carga negativa adecuada para la migracion al

anodo.

A partir de estos estudios, se puede establecer que lo més probable es que la
migracion andémala de Hepe no sea debido a una falta de poder reductor, ni a una carga
negativa insuficiente. Quizés esta migracién dispersa es producto del bajo peso

molecular de Hepc que permitiria que difunda en el tiempo de corrida del gel.

7.3. Efecto del Fe en la redistribucién de DMT1 y FPN en Caco-2.

i

La adici6n apical de hierro en células Caco-2 induce la répida internalizacién de
DMT1 en la membrana apical (Ma et al., 2006). En este Seminario estudiamos el efecto
de la concentracién de hierro en el medio de cultivo sobre la distribucién en las
membranas apical y basolateral de los transportadores DMT1 y FPN. A medida que
aumentan los niveles de Fe se observo una disminucién significativa de DMT1 apical y

también una leve disminucién de FPN basolateral (no significativa), lo que concuerda
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).

con la bibliografia (Mena et al., 2006). Ademds se observd que, a medida que la
concentracion de Fe aumentaba, DMT1 basolateral aumenta de manera significativa
mientras que el cambio de FPN apical no llegd a ser significativo. Estos resultados son
los esperados a una funcién homeostaitica, siendo. la respuesta 16gica para disminuir el
flujo de hierro desde el medio apical al basplateral. Este experimento sirvié como
control positivo para la utilizacion de la técnica de biotinilizacién, validando este
método para seguir los cambios en la distribucion de los transportadores de Fe DMT1 y

FPN en los dominios basolateral y apical de células Caco-2.
7.4. Efecto de Hepc en la redistribucion de DMT1 y FPN en Caco-2.

Los tratamientos de 12 hr con Hepc sobre células Caco-2 tuvieron como
efecto disminuir los niveles de DMT1 en la membrana apical. Estos resultados
concuerdan con la hipétesis que Hepc afecta principalmente la incorporacion apical de
hierro (Mena et al., 2008). Llama la atencidn de estos resultados la falta de efecto sobre
FPN basolateral, a pesar de que existe un mecanismo descrito a través del cual Hepc
disminuye los niveles de FPN en las membranas de las células blanco al unirse e inducir
la internalizacién y posterior degradacion de FI;N (Nemeth et al., 2004) (Delaby et al.,
2005). A través de la degradacién de FPN, Hepc controlaria la homeostasis del hierro
disminuyendo el flujo de hierro -desde el interior de las células hacia el plasma
sanguineo. Este modelo de accién de Hepc fue demostrado en lineas celulares como
macrdfagos y células de rifion, extrapoldndose a todos los tipos celulares. Bajo esta linea
de razonamiento, se esperaria que estuviera ocurriendo lo mismo en enterocitos, pero

estos cumplen un rol particular en la homeostasis del hierro ya que son las tinicas células
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que median el ingreso de Fe desde el exterior del organismo. Trabajos anteriores
establecen que Hepc tiene un efecto sob:ge‘ DMT1 y no sobre FPN de enterocitos,
llegando a la conclusion que el efecto de Hepc es célula especifico (Mena et al., 2008)
(Chaston et al., 2008). El presente trabajo va més alia, en el sentido de profundizar en
donde, ya sea dominios de membrana apical o basolateral, se manifiestan estos cambios.
Se llego a la conclusion que Hepe induce cambios de DMT1 en la membrana apical del
enterocito, disminuyendo de esta-manera la incorporacion de Fe. Esta es una respuesta
homeostitica que integra la regulacién de ios niveles de hierro circulante {macréfagos)

con la regulacion de los niveles de hierro corporal (enterocitos).
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8. RESUMEN

8.1. Se obtuvo una preparacién de Hepc a partir de medios condicionados de células

HepG2 cuya actividad inhibi6 la incorporacion apical de hierro en células Caco-2.

8.2. En geles de poliacrilamida-SDS Hepc migra con un peso molecular aparente de 6,2

41,0 KDa.,

8.3. El uso de un reductor més fuerte (DTT) y una mayor concentracién de SDS no

generd un cambio en la migracion electroforética de Hepe.

8.4. La naturaleza de péptido catiénico -de Hepc no afecté su migracién en geles de

poliacrilamida en condiciones denaturantes.

8.5. Un aumento en la oferta de hierro indujo una disminucién de DMT1 en la

membrana apical y un aumento de este en la membrana basolateral.

8.6. El aumento en la oferta de hierro no produjo cambios significativos en la

distribucion apical-basolateral de FPN.

8.7. Hepc indujo una disminuci6n en la cantidad de DMT1 de la membrana apical sin

afectar su contenido en la membrana ba'solateral.

8.8. Tras 12 hr de incubacién con Hepc no se observaron cambios en los niveles de FPN

tanto en la membrana apical como en la basolateral.
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9. CONCLUSIONES.

Los datos obtenidos en este Seminario indican que en enterocitos Hepc induce la
disminuci6n de los niveles de DMT1 en la membrana apical lo que posiblemente podria
resultar en una disminucién del flujo de hierro desde el exterior del organismo hacia el
interior, reduciendo de esta forma la ganancia de hierro corporal (Figura 11). Estos
datos complementan las observaciones en macréfagos, en donde Hepe, al inducir la
internalizacion y degradacion de FPN, inhibe la reutilizacion del hierro proveniente de la
degradacion de eritrocitos senescentes, y de esta forma disminuyendo los niveles de
hierro circulante. La siguiente figura es un mecanismo de accion propuesto de Hepc

sobre enterocitos.

A Lumen intestinal B
Membrana
Hyowin c' - ’J
Vesicula de
| transporte
— Lisosoma
( /‘,\/t_j +Hepc & Endosoma

| |
o o ) g h 1 | ./ 4— Membrana
.‘»4 4 ¢ _4’, -l-—--" Y "'—;_'”—"" ' basolateral
v T v ¥ ' = - -

Circulacién portal

FP . DMT1 e Producto de
" Hepe ¥ . degradacién de DMT1

Figura 11: Mecanismo de accién de Hepc sobre enterocitos. A: Distribucion de DMT1 y FPN
en los dominios apical y basolateral de enterocitos no tratados con Hepe. B: Efecto de Hepc
sobre enterocitos. Se postula que la disminucion de DMT1 en el dominio apical es debida a un
aumento en su internalizacién hacia lisosomas y/o compartimentos del sistema endocitico.
Mediante este proceso Hepe bajaria la incorporacién apical de Fe.
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