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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 prostético o como grupo hem; y un compartimiento de depdsito, constituido

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

Es sabido que la absorcién de hierro heminico y de hierro no heminico son
independientes.

La captacion de hierro heminico por parte de enterocitos no estd bien
esclarecida, y se ha sugerido que podria ocurrir mediante micro-endocitosis, endocitosis
mediada por receptor o, incluso por flujo a través de la membrana en un proceso
independiente de receptor (ya que el grupo heminico se intercalarfa en el ambiente
hidrofébico de la bicapa lipidica).

Recientemente, se identificd un transportador de hierro heminico intestinal,
denominado HCP1 resolviendo parte de esta incognita. Sin embargo, el dilema continda
debido a que, usando la técnica de siARN (ARN de interferencia pequefios) se bloqueé
Ia actividad del transportador, pero no se detuvo por completo la captacion de hierro
heminico, lo que evidencia otra via de ingreso a la célula intestinal, afin no descubierta.

El objetivo de este trabajo es identificar y caracterizar estas otras vias de
captacion de hierro heminico. Para ello utilizamos como sistema modelo de epitelio
intestinal células Caco-2, en las cuales caracterizamos el proceso de captacion de hierro
heminico. Nuestros resuitados indican que este es un proceso dependiente de la
temperatura, saturable en el tiempo, que modifica la maquinaria celular al aumentar la

expresion de proteinas vinculadas a su propio metabolismo como HO1, que ingresa a la
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célula mas eficientemente que la molécula completa de hemoglobina, pero a niveles
mucho menores al hierro inorgénico libre, que la entrada de la molécula 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 captacion, que la disrupcién de microtiibulos no tiene un efecto significativo
en dicho proceso, que la disrupcién de filamentos de actina aumenta la captacién de Fe
hem, que al bloquear el trifico de proteinas entre el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmatico existe un aumento ligero de la captacion de Fe hem, y que al bloquear la
endocitosis de proteinas con 6xido de fenilarsina se aprecia un aumento significativo en

la captacién de hierro heminico.

Estos resultados y los obtenidos con tratamientos con inhibidores de la
endocitosis en células Caco-2, nos permite concluir que el ingreso mediado por el
transportador HCP1 no es la tinica forma de entrada de Fe hem a la célula, HCP1 juega
un rol preponderante en la captacién, ademas del Fe hem que pudiera ingresar a la
célula a través de procesos endociticos especificos o inespecificos. El efecto inhibidor
en la captacion de hierro heminico por calcio, podria explicarse por un efecto de este ion
sobre el transportador HCP1 o sobre la(s) otra(s) via(s) de ingreso de Fe hem. Nuestros
resultados apoyan la hipétesis de que el calcio de alguna forma afecta el funcionamiento

de HCPI.

Igualmente, nuestros resultados permiten confirmar nuestra hipétesis inicial de
que la entrada de hierro heminico a Ia célula de epitelio intestinal es regulada por una o
mas proteinas presentes en la membrana (como HCP1), que responden a estimulos
como cambios de temperatura, a la concentracion de ligando o a otros elementos
presentes en el medio (como calcio) y que se ven afectadas al interrumpir o alterar su

tréfico y destinamiento, o la composicién de la propia membrana. Un aporte al modelo
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de captacion de Fe hem por parte de la célula de epitelio intestinal, incluiria entonces
dos vias de entrada para esta molécula a la célula, siendo la principal a través de HCPI,

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

por receptor.
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INTRODUCCION

I. Aspectos Generales

Las células mantienen su medio interno estable obteniendo nutrientes del exterior
y eliminando sustancias procedentes del metabolismo a través de la membrana celular.
La membrana plasmética debido a su estructura lipoproteica permite el transporte
selectivo de moléculas y iones de un compartimiento a otro. Los mecanismos de
transporte de solutos a través de la membrana, dependen de las caracteristicas

moleculares del soluto a transportar.

Las moléculas hidrofébicas pequefias se transportan a través de la bicapa
fosfolipidica. En cambio los iones, moléculas organicas polares y el agua son
transportados a través de proteinas integrales de membrana especificas. Las moléculas
organicas polares de bajo peso molecular y los iones pueden ingresar mediante
transporte pasivo (difusion facilitada) o transporte activo (activo primario, donde la
energia proviene de una reaccién bioquimica como la hidrélisis de ATP; o activo
secundario, que utiliza la energfa proveniente del gradiente de potencial electroquimico
generado por la diferencia en las concentraciones de un soluto a ambos lados de la
membrana). Los iones tambien se pueden transportar pasivamente a través de canales de
jones. Las moléculas de alto peso molecular en cambio, ingresan a la célula por

endocitosis.




Todas las células eucariontes exhiben una o mas formas de endocitosis. La
endocitosis juega un papel en la mantencién de la homeostasis celular, recuperando
proteinas y componentes lipidicos insertados en la membrana, a través de su actividad

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

Se denomina fagocitosis a la internalizacién de grandes particulas (didmetro
superior a 0,5 micrones), habilidad que estd asociada principalmente a protozoos
fagociticos (Dyctiostelium, Acanthamoeba) o leucocitos que participan en el sistema
inmune de los mamiferos (Mellman, 1996). Por otra parte, el término pinocitosis se
refiere a la formacion constitutiva de vesiculas més pequefias (didmetro menor a 0,2
micrones) las que transportan fluido extracelular y macromoléculas unidas en forma
especifica o inespecifica a la membrana. Estas vesiculas se forman usualmente por
estructuras de clatrina, pero en forma alternativa 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).

1I. Homeostasis de hierro

Fl hierro (Fe) es un elemento esencial para todas las formas de vida al participar
en procesos de oxido-reduccion, transporte y manejo de O, (hemoglobina y mioglobina),
transporte de electrones (citocromos), metabolismo de neurotransmisores y sintesis de
ADN (Crichton,1991). Este metal tiene ademds la capacidad de generar radicales libres a

través de la reaccion de Fenton, que dafian componentes bioldgicos esenciales como




lipidos, proteinas y ADN (McCord, 1998), por lo tanto su metabolismo debe ser

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

Puede considerarse que el hierro dentro del organismo se encuentra formando
dos compartimentos: uno funcional formado por numerosas proteinas, entre las que se
incluyen la hemoglobina, mioglobina, transferrina y las enzimas que requieren hierro
como cofactor o como grupo prostético, ya sea en forma idénica o como grupo hem, y un
compartimiento de deposito, constituido 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 éptimo, alrededor del 65% de hierro se encuentra en forma de hemoglobina,
5% en enzimas, 10% en mioglobina, 20% como hierro de deposito y solo entre 0,1 y

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

Hierro Corporal

20% ,
O Hemoglobina

0% O Enzimas

|
10% \ o Mioglobina

@ Transporte
5% 65%

0O Depésito

Figura 1. Composicion corporal de hierro. Conformacién porcentual de hierro a nivel
corporal en individuos con alimentacion dentro de los niveles adecuados de nutricion.




Recieniemente se¢ han identificado nuevas proteinas que participan en la
absgrcién 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, €l mecanismo de la absorcién de Fe hem
contintia siendo un misterio, a pesar de su importancia en términos nutricionales y del

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

IIL. Captacién de Fe Inorganico.

El Fe no heminico (o inorganico) existe en la dieta en forma ferrosa reducida
(Fe'?), o forma férrica oxidada (F e*). El Fe'? entra a la célula través del transportador
apical DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) al espacio intracelular (Conrad & Umbsreit,
2002). Bajo condiciones fisiolégicas normales (pH neutro y presencia de oxigeno), el
Fe'? es oxidado répidamente a Fe™, el cual precipita como hidréxido de Fe. En el lumen
del intestino el hierro probablemente se encuenira como Feﬂ y, por lo tanto, con baja
biodisponibilidad (Miret y col, 2003). El Fe inorganico es absorbido en bajas cantidades
en la primera parte del intestino delgado (duodeno y parte del yeyuno), donde el pH es
alin 4cido, lo cual favorece su solubilizacion y reduccion de Fe™ a Fe+2, la que se ve
estimulada por la presencia de 4cido ascorbico o por la accién de la ferrireductasa apical

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




IV. Captacion 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 electrénica y otras reacciones de

6xido reduccion (Lippard & Berg, 1994).

Es sabido que la absorcién del Fe heminico y del Fe no heminico son
independientes (Halberg & Bjomm-Rasmush, 1972). El Fe heminico se encuentra en la
dieta de poblaciones consumidoras de came, y constituye una importante fuente de
hierro. Contrariamente al Fe inorgéanico, el Fe heminico es altamente biodisponible. Se
ha demostrado que el anillo metaloporfirinico s¢ separa de la globina en el lumen del
intestino, y que la metaloporfirina intacta es transportada a través de la membrana apical

sin ser degradada a Fe libre y porfirina.

Una vez en la célula, el hierro heminico es liberado del micleo porfirinico como
Fe™, monoxido de carbono y biliverdina en una reaccion catalizada por la enzima hem
oxigenasa (HO) en compariimentos microsomales (Figura 2). El Fe* es reducido y asi
pasa a formar parte del pool de hierro interno de la célula, donde comparte su salida del
enterocito con el hierro que ingresa en estado inorgénico. La captacién de hierro
heminico disminuye a lo largo del intestino (mayor en duodeno, menor en yeyuno y
escasa en ileon), por esta razén 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 incognita respecto de la absorcion del Fe hem, ha sido resuelta, al
identificarse un transportador de Fe heminico intestinal, denominado HCP1 (Proteina
Transportadora 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 captacién de Fe heminico, lo que indica la existencia de otra via de

ingreso a la célula intestinal, aun no descubierta (Shayeghi y col, 2005)

_}b.m
/“a\‘ »  Bilverdina IXcx

NADPH + 0y o0+ NADD + Fal+

Hem

Figura 2. Degradacién de Fe hem por HO1. Degradacién del hierro heminico a
biliverdina por la accién de la enzima microsomal Hem oxigenasa. La estequiometria de
esta reaccin es tres moles de O, y tres moles de NADPH por mol de hierro heminico.

V. Naturaleza del problema

La absorcién de hierro heminico por parte del enterocito no esta bien esclarecida
atin, y se ha sugerido que podria ocurrir mediante (a) un proceso de micro-endocitosis
(Wyllie & Kaufman, 1982; Parmley y col, 1981). Al tomar imdgenes de microscopia
optica se observa la molécula de Fe hem en microvesiculas y posteriormente

degraddndose en lisosomas, (b) endocitosis mediada por receptor (Worthington y col,




2001; Grasbeck y col, 1982) al encontrarse un receptor putativo en epitelio intestinal de
cerdo, (c) difusién facilitada a través de HCP1, proteina caracterizada en ratas (Shayeghi
y col, 2005), o (d) por flujo a través de la membrana en un proceso independiente de
receptor, en el que el grupo heminico se intercalaria en el ambiente hidrofébico de la

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

De acuerdo con estos antecedentes, la captacion de hierro heminico en células de
epitelio intestinal estarfa simultdneamente involucrando mas de un sistema de captacion.
Para identificar estos sistemas, se hace necesario caracterizar este proceso, determinando
como se ve afectada su captacién por factores como Ja concentracion de hierro heminico
en el medio, como responde a cambios en la concentracién de solutos en el lumen
intestinal , y determinando si alteraciones en las distintas formas de captacion de las

células intestinales afectan su internalizacion.

VI. Hipétesis de trabajo

Para explicar el proceso de captacién de hierro heminico desde el lumen
intestinal a la célula de epitelio intestinal, hemos propuesto la siguiente hipotesis de
trabajo: “La entrada del hierro heminico al enterocito estd regulada por proteinas
presentes en la membrana apical de la célula intestinal, que responden a estimulos
como cambios de temperatura, a Ia concentracién del ligando o a otros elementos
como calcio en el medio, que se ven afectadas al interrumpir o alterar su trifico y/o

destino o al modificar Ia composicion de la propia membrana plasmatica”.




VIL Objetives

Objetivo General

Para probar nuestra hipotesis, se planteé como objetivo general “Estudiar el

mecanismo mediante el cual la molécula de hierro heminico ingresa a través de la

membrana apical de células de la linea tipo epitelio intestinal Caco-2”.

Objetivos Especificos

1.

Caracterizar cinéticamente la captacion apical y transporte apical-basolateral de Fe
heminico.

Estudiar la dependencia de la temperatura de la captacion de Fe heminico.

Estudiar si el proceso de endocitosis mediado por clatrina participa en la captacion
de Fe heminico.

Estudiar el efecto del calcio en la captacién de Fe heminico.

Analizar el efecto en la captacion de hierro heminico de drogas inhibidoras de
distintos procesos endociticos.

Observar la localizacién intracelular de la enzima hem oxigenasa 1 (HO1), enzima
responsable de la liberacién de hierro libre a partir de la molécula de hietro

heminico.




MATERIALES

Reactivos

MATERIALES Y METODOS

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

Sigma:

Merck:

Gibco:

Winkler:

Suero fetal bovino, PBS, penicilina/estreptomicina, nonidet
P40, betamercaptoetanol, triton X100, azul de bromofenol,
pepsina, 6xido de fenilarsina, brefeldina A, metil-B-
ciclodextrina, nocodazol, citocalasina D, colchicina, coctel
inhibidor de proteasas, IgG anti-actina desarrollado en

raton.

NaCl, KCI, NaOH, HCI, tween 20, bisacrilamida, D-
manitol, reactivo de Folin-Ciocalteus, NaHCOj3, NazCOs,

CaClz, FeClg.

Fungizona, DMEM, Iscove, Tris, SDS, acrilamida, EDTA,
bicatbonato de sodio, glicerol, azul de Coomassie,

TEMED, tripsina, antibiotico/antimicético.

Etanol, metanol, glicina, albimina de suero bovino.




National Diagnostics:

Invitrogen:

Pierce:

Santa Cruz Biotechnology:

Chemicon International:

Molecular Probes:

Drag Pharma:

Applichem:

Equipos

Ultrafltor.

Marcador de peso molecular pretefiido de proteinas.

IgG unido a peroxidasa de rabano anti-mouse y anti-rabbit.
IgG anti-HO1 desarrollado en conejo.

IgG anti S-Glutl desarrollado en conejo.

Kit marcador tricolor de IgG Zenon™.,

Ketostop, Pacifor.

Kit quimioluminiscente para peroxidasa de rabano.

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

2) Incubadora CO,, Water Jacketed, Shel Lab.

3) Campana de flujo laminar, Faster.

4) Mini Gel BIORAD, Mini Proteans.

5) BIORAD Transblot.

6) Microscopio confocal, Carl Zeiss LSM510.




7) Espectrometro de absorcion atomica, Perkin Elmer SIMAA 6100.

8) Lector de placas, Metertech 960.

Material de Cultivo

1)

2)

3)

4)

3)

6)

7

8)

9

Botellas plasticas de 40 ml, drea de crecimiento 23 cm’, Orange Scientific
(2020100).

Botellas plasticas de 270 ml, area de crecimiento 75 cm?, Orange Scientific
(2020200).

Placas de cultivo de 6 pocillos, 35 mm de didmetro,Orange Scientific (2020500).
Placas de cultivo de 12 pocillos, 22 mm de didmetro,Orange Scientific
(2020400).

Placas de cultivo de 24 pocillos, 16 mm de diametro,Orange Scientific
(2020300).

Tubos de centrifuga plasticos Falcon, 15 y 50 ml,

Pipetas plasticas desechables Costar, 10 mi (4101).

Unidades de filtracién desechables, tamafio de poro 0,2 pm, Costar, 500 ml
(8344) y 1000 ml (8354).

Placas de ELISA, Nunc. Inc.

10) Insertos bicamerales de policarbonato, Transwell 6.5mm (3413).




Células Caco-2

La linea celular Caco-2 de la American Type Culture Collection (# HTB37,
Rockville, MD), es derivada originalmente de un cdncer de colon (Fogh y col, 1977), y
se utilizan como modelo de epitelio intestinal (Pitt y col,1987; Arturson, 1991; Alvarez—
Hemandez y col, 1991). Estas células 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 inhibicion de la proliferacion
por contacto, forman uniones estrechas con una resistencia transepitelial de 280 a 320
ohm x cm® y abundantes microvellosidades. Estas células pueden cultivarse tanto en

plastico como en insertos bicamerales.

METODOS

1. Cultivo Celular: Células Caco-2 (HTB37), fueron mantenidas en medio minimo

esencial bajo en minerales (Iscove, Gibco), mas suero fetal de bovino bajo en hierro
(SFB) al 10%, 10 kU/L de penicilina/estreptomicina y fungizona 25 mg/L. 1 x 10°
células/ml fueron crecidas en botellas de 40 ml (4rea de crecimiento 25 cm?) por siete

dias a 37° C, 5% CO,. Durante este periodo, las células alcanzaron confluencia,

12




obteniéndose aproximadamente 1,5 a 3,0 x 10° células/ml. Luego las células fueron

tripsinizadas y resembradas en iguales condiciones.

2. Preparacion de Suero Fetal de Bovino bajo en Fe: El SFB bajo en Fe fue preparado

titulando el SFB con 300 g/L. de Chelex 100 a pH 4,5. Luego se incubd por 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion constante, para finalmente subir el pH a 7,2 con
NaOH, en estas condiciones se incubd por una noche a 4° C sin agitacion en presencia
del Chelex (Alvarez-Herndndez y col, 1994). El contenido de Fe del medio depletado
fue determinado por espectrofotometria de absorcién atdmica y la concentracion de Fe

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

3. Marcacién Isotépica de Hemoglobina: El is6topo “Fe de alta actividad especifica fue

usado como marcador. La Hb marcada fue preparada usando eritrocitos de 2 conejos
New Zealand, de 3 Kg de peso, los cuales recibieron una inyeccion intravenosa de 74
MBq de *Fe, como citrato férrico diluido en 2 m! de solucién salina. Quince dias
después, los conejos fueron sangrados a través de una puncién cardiaca. Los eritrocitos
radioactivos fueron centrifugados (1000 x g por 15 minutos a 22° C), lavados con
soluciéon salina, hemolisados por congelamiento, y finalmente deshidratados por
liofilizacion. Se obtuvieron glébulos rojos secos, congelados con una actividad

especifica de 2460 kBq por miligramo de Hb.
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4. Digestion de Hemoglobina: Para producir moléculas de Fe hem parcialmente libre, se

realizé una digestién parcial de la hemoglobina (Miller y col, 1981). Una solucién de
hemoglobina {conteniendo 2 mM Fe) fue digerida con pepsina al 0,1%, y ajustado su pH
a 2,0 con HCI, luego se incubé por 1 hora, a 37° C, con agitacion continua. En este punto
la solucién fue diluida 5 veces adicionando tampén HEPES (Acido N-2-hidroxietil-
piperazina-N’-2-etano sulfénico), pH 7,2; para subir el pH a 6,8. Finalmente se
centrifugd a 2500 rpm por 3 minutos y se recolectd el sobrenadante. Se estimé un
porcentaje de digestion de 52 + 3% midiendo el contenido de hemoglobina del
sobrenadante. Este sobrenadante se us6 como fuente de exposicién de Fe heminico a las
células. El hierro elemental fue determinado por espectrofotometria de absorcion
atémica (Perkin Elmer, SIMAA 6100). De ahora en adelante al Fe hemfnico digerido se

le nombrard como Fe hem.

5. Incubacion de células Caco-2 con diferentes concentraciones de hierro heminico e

inérganico: Células Caco-2 fueron crecidas como se explico anteriormente, durante una
semana en botellas de 40 ml, cambiando el medio cada 2 o 3 dias. La incubacion se
hizo usando una solucién de *°Fe hem o **Fe-nitriloacetato (*°Fe-NTA, 1:2) en medio
Iscove, SFB bajo en hierro 10%; en las siguientes concentraciones: 0, 1, 5,10, 20 y 50
uM de *°Fe, >*Fe-hemoglobina o Fe hem. Al cabo de 7 dias, las células fueron
tripsinizadas y re-sembradas (5-10 % de las células iniciales, o sea 1 x 10%), como se

explicé anteriormente, por otros 7 dfas, con las mismas condiciones.
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6. Extractos celulares v Fe intracelulgr: La concentracidon intracelular de hierro se

determiné en células expuestas a tres fuentes de hierro distintas. Células Caco-2 fueron
cultivadas como se explicd arriba por una semana en medio Iscove con diferentes
concentraciones de **Fe, **Fe-hemoglobina y *°Fe hem. Después de la incubaci6n, se
eliminé el medio de cultivo, se lavo 2 veces con PBS, y luego se incubé las células con 5
mL de tampdn Tris salino-EDTA (Tris-HCl 40 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5 y EDTA 1
mM), por 10 minutos a 37° C. La suspension 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 tampodn de lisis (HEPES 10 mM, pH7,5; MgCl, 3 mM; KCl 40 mM;
Fenilmetilsulfonil fluoruro 1 mM; Leupeptina 10 pg/ml; Aprotinina 0,5 pg/mL;
Pepstatina A 0,7 pg/ml; Glicerol 5%; Ditiotreitol 1 mM; Triton X-100 0,5%, Coctel
inhibidor de proteasas 1x) en una razén de 10 pL de tampén por cada 1 x 10° células .
La mezcla fue agitada en vortex por 20 segundos, e incubada por 15 minutos en hielo, y
centrifugada por 10 minutos a 4° C y 15000 rpm. El sobrenadante fue ilevado a un
volumen final de 25 pL por cada milion de células con tampdén de lisis sin NP-40,
alicuotado y guardado a -70° C. La determinacién de proteinas de este extracto celular se
realizé de acuerdo al método de Lowry (Lowry y col, 1951). La radioactividad de >Fe
en los extractos celulares fue medida en un contador beta de doble canal y el Fe total por

espectrometria de absorcion atémica en extractos celulares.
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7. Medicion de Ferritina (Fn) Intracelular: 1a concentracién de ferritina intracelular en

los extractos celulares expuestas a concentraciones de 0 a 100 pM de Fe como Fe-NTA,
Fe-hemoglobina y Fe hem se determind a partir de un ensayo ELISA tipo sandwich
(Arredondo y col, 1997). Placas de ELISA de 96 pocillos fondo plano, fueron
recubiertas con 150 pl de anticuerpo antiferritina humana 0,2 pg/ml en tampon
carbonato 50 mM (Na,COs 15 mM y NaHCO; 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 tampén fosfato salino (PBS) 150 mM (NaCl 137 mM; KCI
2,7 mM; Na,HPO, 8,1 mM y KH,PO4 1,5 mM; pH 7,4), Tween 20 0,05% (PBST) y
luego lavadas tres veces con tampon PBST. Este procedimiento bloqued sitios no
especificos de uni6n de proteinas. Luego, a 100 pL de PBST, BSA 1,0% por pocillo, se
agregd en duplicado 10 ul. de ferritina humana estdndar (rango 4,5 a 225 pM) o 10 pL
del extracto celular. Se incubd por 2 horas a temperatura ambiente y luego se lavo tres
veces con PBST. A cada pocillo se agregé 100 pL del anticuerpo antiferritina humana
conjugado con peroxidasa de rdbano diluido 1/20.000 en tampén PBST-BSA 1,0%, se
incubd por 2 horas a temperatura ambiente y posteriormente se lavo tres veces con
PBST. Finalmente, a cada pocillo se le agregé 100 pL de sustrato para la peroxidasa (10
mg de dihidrocloruro de o-fenilendiamina, 10 pL de HyO; en tampén fosfato citrico
(NaHIPO4 48 mM, CgHgO7 x HoO 102 mM, pH 5,0)). Se incubé por 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. La reaccién se detuvo agregando 50 pl. de HySO4

25%. La densidad optica fue leida a 492 nm en un lector de placas, Metertech 960.
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8. Experimentos de captacion y transporte transepitelial de Fe hem v Fe inorgdnicb en

células Caco-2: Células Caco-2 fueron sembradas en frascos de 25 cm? de superficie y

cultivadas como ya fue descrito, conteniendo diferentes concentraciones de Fe hem o
Fe-NTA (1-50 puM). Después de 7 dias, células Caco-2 fireron sembradas en insertos de
policarbonato de 0,33 cm? (tamafio de poro de 3 pm) por aproximadamente 12 dias y
fueron incubadas como ya se explico. El medio fue cambiado cada 3 dias. La formacion
de la monocapa se determiné midiendo la resistencia eléctrica 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 Q - cm?, existiendo aproximadamente 220.000 células por inserto (Nifiez y
col, 1996). El dia del experimento, las células fueron incubadas en su lado apical con
*Fe hem o *Fe-NTA 10 pM, en tampén de transporte (MOPS-Na 50 mM; NaCl 94
mM; KCI 74 mM; MgCl, 0,74 mM; CaCl, 1,5 mM: Glucosa 5 mM; pH 6,0) a diferentes
tiempos (0-60 minutos) a 37° C. El lado basolateral contenia tampon de transporte con
desferroxamina 50 uM. Para detener la reaccion, los insertos fueron lavados 3 veces con
PBS-EDTA (PBS 1x con EDTA 1 mM) frio, y las células removidas usando tampén
Tris salino-EDTA (Tris-HC1 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 tampén lisis. La presencia de *Fe hem y

Fe 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, los experimentos

de captacion recién descritos se realizarona 4 y 25° C.

9. Anticuerpos e inmunodetecciones: Se realizaron ensayos de Western blotting en

extractos celulares para estudiar la expresion de hem oxigenasa 1 (HO1). Exfractos de
células Caco-2 (1 pg/uL) fueron cargados y separados por electroforesis en un gel
denaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 14%, y, posteriormente transferidos a una
membrana de nitrocelulosa. E}l anticuerpo primario contra HO1 (Santa Cruz
Biotechnology; CA, USA) fue un anticuerpo policlonal desarrollado en conejo, contra
una proteina recombinante correspondiente a los aminodcidos 184-288 que se ubican en
el carboxilo terminal de la hem oxigenasa de origen humano. Como anticuerpo
secundario se usd inmunoglobulina G anti-conejo desarrollada en cabra, conjugada a
peroxidasa de rdbano (Pierce; IL, USA). Para examinar las membranas se utilizé el
sistema de deteccion de quimioluminiscencia para peroxidasa de rédbano {Applichem,
ALE). Como control de la cantidad total de proteina cargada en el gel, las membranas
fueron lavadas con 4cido citrico 100 mM (pH 3,0) y se repitié el Western blot, esta vez
con anticuerpo primario anti-actina desarrollado en ratén (Sigma; MI, USA), y
anticuerpo secundario anti-raton desarrollado en conejo y conjugado a peroxidasa de

rdbano (Pierce; IL-USA).
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10. Localizacion intracelular de HOI mediante microscopia confocal: Para determinar

la localizacion intracelular de la proteina HO1 respecto a la polarizacion de las células
Caco-2 se utiliz6 un microscopio confocal Carl Zeiss LSM510, se estudio la
colocalizacion de HO1 y s-Glutl (usando este dltimo como marcador de membrana
apical en células Caco-2), en células control y sometidas a tratamientos inhibidores de la
endocitosis celular de distintos metabolitos. Las células fueron cultivadas por 7 dias en
cubreobjetos sumergidos en pocillos de 35 mm de didgmetro. Luego, si correspondia,
fueron sometidas a los tratamientos de deplecién de potasio o incubacién con Nocodazol
(ver mas adelante); y fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS-MC (PBS 1x; MgCl; 1
mM; CaCl, 0,1 mM), para posteriormente ser permeabilizadas con Tritén X-~100 0,2%
en PBS. Después, los anticuerpos anti FHO1 (Santa Cruz Biotechnology; CA, USA) y s-
Glutl (Chemicon International; CA, USA), fueron incubados con Zenon Tricolor
(Rabbit IgG labeling kit, Molecular Probes; OR-USA): Red para HO1 y Green para
sGlutl y las células incubadas por 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Las

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

11. Estudios de endocitosis: acidificacion de citosol y deplecién de potasio: Para

estudiar si la captacién de Fe hem se efectia a través de endocitosis, o endocitosis
mediada por receptor, células Caco-2 fueron crecidas como se explicé anteriormente. El
dia del experimento: (a) para la acidificacién de citosol (Sandvig y col, 1987), las células
fueron lavadas dos veces con medio Iscove sin suero, y luego incubadas por 10 minutos

a 37° C con medio Iscove-Acido acético 10 mM, pH 5,0. Las células fueron lavadas dos
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veces con tampon de unidn de ligandos frio (medio Iscove sin suero, BSA 0,6%) y (b)
para la deplecion de potasio (Larkin y col, 1983), células Caco-2 fueron lavadas con
tampdén A (HEPES 20 mM pH 7,4; NaCl 140 mM; CaCl; 1 mM; MgCl; 1 mM) y luego
incubadas durante 5 minutos a 37° C con medio hipotdnico (tampén A: agua; 1:1) y
lavadas con tampoén de unién de ligandos frio. A continuacién, para ambas técnicas se
procedi6 a incubar las células con *Fe hem 50 uM en tampon de transporte, durante

distintos tiempos (0-120 minutos) como en los demas experimentos de captacién.

12. Rol del calcio en la_captacion de hierro heminico: Con el fin de estudiar el rol del
calcio en la captacion de Fe hem, se realizaron ensayos de captacion de >Fe hem en
células Caco-2, como ya se ha descrito, con la diferencia que al tampén de transporte se

le agregd CaCly, EDTA o EGTA 100 pM; estos ultimos participando como quelantes

general vy especifico de calcio, respectivamente.

13. Efecto de la deplecion de colesterol a nivel de membrana: Células Caco-2 crecidas

en placas de 12 o 24 pocillos durante 10-12 dias, 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
continuacién, las células fueron lavadas con medio Iscove sin suero, y se realizo con

ellas experimentos de captacion de > Fe hem, como se explico en forma anterior.
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14. Efecto de la disrupcion de_microtubulos: nocodazol y colchicina son drogas

utilizadas como agentes disruptores de microtibulos (Boye & Brossi, 1992; Decordier y
col, 2002; Maples y col, 1997). Células Caco-2 crecidas en placas de 12 o 24 pocillos, al
cabo de 10 a 12 dias fueron tratadas con nocodazol 5 uM, o colchicina 10 pM en medio
Iscove, durante 30 minutos, al cabo de los cuales fueron lavadas con medio Iscove sin
suero y sometidas a experimentos de captacién de **Fe hem o *H-manitol segin

correspondia.

15. Efecto de la disrupcién de filamentos de actina: Células Caco-2 fueron tratadas esta

vez con citocalasina-I} 5 yM en medio Iscove, por 1 hora con el fin de evitar la
constante polimerizacion 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 captacion de **Fe hem con estas células.

16, Inhibicién del destinamiento de proteinas entre reticulo endopldsmico v aparato de

Golgi: Para apreciar el efecto de la inhibicién del trafico de proteinas recién sintetizadas
entre reticulo endopldsmico y aparato de Golgi, se trataron células Caco-2 con

Brefeldina-A (BFA) 5 pM en medio Iscove, duranie 2 horas (Klausner y col, 1992), y

luego se realizaron experimentos de captacién de *Fe hem.
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17. Inhibicién de la endocitosis por dxido de fenilarsing (PAQ): El 6xido de fenilarsina

es una droga utilizada para provocar un efecto inhibitorio en la endocitosis de distintos
ligandos (Gibson y col, 1989). Para estudiar su efecto en la captacién de hierro
heminico, células Caco-2 crecidas por 12 dias en placas de 12 pocillos, fureron tratadas
con PAO 10 pM en medio Iscove, durante 30 minutos. El efecto se determind por

ensayos de captacién de >Fe hem realizados con posterioridad al tratamiento.

18. Andlisis estadistico: Las variables fueron medidas en duplicados o triplicados y los

experimentos fueron repetidos 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 usé el programa SigmaStat. Las diferencias fueron consideradas

significativas st P <0,05.
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RESULTADOS

{

1. Contenido intracelular de hierro _en células Caco-2 incubadas con diferentes

concentraciones. de Fe-hemoglobina (Hb). Fe hem y Fe inorednico.

Células incubadas por un pasaje (7 dias desde la inoculacion hasta que alcanzan

confluencia) con Fe-Hb o Fe hem mostraron concentraciones menores de hierro interno

que aquellas exﬂuestas a Fe inorganico en las mismas concentraciones molares (p<0.01).
El contenido intracelular de Fe fue significativamente diferente (p<0.05) entre el Fe-Hb
y el Fe hem al comparar los valores obtenidos para la maxima concentracién de hierro

correspondiente a 50 uM (Figura 3), En esta concentracion de hierro extracelular, los
|

valores de hierr(? intracelular correspondieron a 10,8; 4,7 y 3,2 nmoles/mg de proteina,

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

12 4 W Hémoglobitia
® Fe heminiceo
O'Fe Inerganico

—
o
¥

e m i o i ot n v e

Fe Intracelular

nmoles de Fe / mg proteina

10 20 30 40 50
Fe Extracelular (pi)
|

Figura 3. (Fontenido intracelular de hierrc en células Caco-2. Las células fileron
incubadas con Fe 0, 5, 10, 20 y 50 pM durante dos pasajes (un pasaje dura
aproximadamente una semana), en las formas de Fe hemoglobina, Fe hem y de hierro
inorganico. El contenido de Fe intracelular fue determinado midiendo la radiocactividad de
los extractosl celulares a las diferentes concentraciones, el niimero de experimentos (n) fue
de 3 repeticiones, con duplicado para cada concentracién de Fe extracelular,
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La concentracién intracelular de ferritina mostré una conducta similar a la del
hierro intracelular. Como se observa en la Figura 4, la concentracién de ferritina en
células incubadas con Fe inorganico 100 pM fue 9,1 ng de Fr/mg de proteina, que fue
estadisticamente diferente (p<0.05) a la de células incubadas con Fe-Hb 100 uM (7,3 ng

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

Ferritina Intracelular
ng de ferritina / mg proteina

& Fe: he‘mjﬁig 'S
- Ii:lge_mpg!o'bigag
G-Feifjorgdhice:

35 0 75 100
Fe Extracelular (pM)

Figura 4. Contenido intracelular de ferritina en células Caco-2. La presencia de
ferritina en células Caco-2 cultivadas con hierro en las tres formas se correlaciona en forma
cuantitativa con el contenido de Fe al interior de la célula, n = 3, con duplicados para cada
concentracion de Fe extracelular. La determinacién de ferritina se realizé después de dos
pasajes de exposicién a hierro (un pasaje corresponde a una semana aproximadamente).

2. Efecto de la temperatura en la captacion de Fe hem.

Para estudiar el efecto de la temperatura sobre la absorcion de la molécula de
hierro heminico, células Caco-2 fueron expuestas a 4 y 25° C, y se observo la captacion
tanto de Fe hem como de hierro inorganico. Como lo muestra la tabla I, existe una

diferencia significativa entre la captacién de Fe hem a 4 y a 25 °C (p < 0,001; ANOVA
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de una via). Como era de esperar, la captacion de hierro inorganico, también presentd
una diferencia significativa entre las dos temperaturas (p < 0,001; ANOVA de una via).
La mayor diferencia se observa al comparar la captacién de Fe hem a 4° C con la de
hierro inorgédnico a 25° C. Al cabo de una hora de ensayo, la captacion a 25° C de Fe
hem alcanzo los 19,46 = 1,31 pmoles de Fe/mg de proteina, mientras que a 4° C esta
cantidad se vié reducida a 8,64 1,09 pmoles de Fe/mg de proteina. El Qo estimado
apara estos procesos fue de 1,55 para la absorcion de hierro heminico y de 1,30 para la

de hierro inorganico.

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

Tiempo Fe-hem 4°C | Fe-hem 25°C Fe 4°C Fe 25°C
{minutos) {pmoles/mg (pmoles/mg (pmoles/mg (pmoles/mg

proteina) proteina) proteina) proteina)
5 0,64 = 0.05 1.3£0.12 2.11%0.23 2.57+0.21
10 1.18+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 + 1.31 29.53 £2.65 48.4+3.18

Tabla I. Efecto de la temperatura en la captacién de Fe hem y Fe-NTA. La
captacién de Fe inorganico 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. Expresion de Hem oxigenasa I (HOI) en células Caco-2 incubadas con Fe hem.

La expresion de la enzima HOI, encargada de catalizar la liberacion de Fe desde la
protoporfirina fue inducida por el aumento del contenido de Fe (Figura 5). Como control

de carga se utilizé6 la misma membrana re-probada con anti-actina. El andlisis
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densitométrico de esta imagen nos permitio observar una correlacion entre el aumento

de la expresion de HO1 y la concentracion de Fe hem presente en el medio de cultivo

(Figura 6).
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Figura 5. Expresion de HO1 frente a distintas concentraciones de Fe hem.
Mediante la técnica de Western blot es posible observar el aumento de la expresion
de HOI en células Caco-2, frente a concentraciones crecientes de Fe hem de 0 a 100
uM en el medio de cultivo, la imagen muestra un gel representativo de 4 realizados.
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Figura 6. Anilisis densitométrico del Western blot para HO1. Usando el
programa Scion Image™, es posible hacer analisis densitométrico de los resultados
del Western blot. Al dividir la densidad de las bandas presentes en cada carril por la
de las bandas de actina es posible apreciar el aumento en la expresion de HOI al
aumentar la concentracion de Fe hem en el medio. El analisis densitométrico
corresponde al mismo gel de la figura 5.
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4. Estudios de cinética de captacion de Fe heminico en células Caco 2 sometidas a

tratamientos de deplecién de potasio v acidificacion de citosol.

Con el fin de estudiar la cinédtica de captacién de la molécula de hierro hemfnico,
realizamos ensayos con hierro heminico marcado radiactivamente (°°Fe) registrando la
absoreién en funcién del tiempo en condiciones de deplecién de potasio (Larkin y col,
1983) y de acidificacién de citosol (Sandvig y col, 1987), procedimientos ambos que

producen una inhibicién de la endocitosis.

La técnica de deplecion de potasio consiste en incubar las células con un tampén
hipoténico durante 5 minutos, o bien en un medio isoténico libre de potasio por 3 horas.
La deplecién 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 ouabaina, un

blogueador especifico de la Na'/K™ ATPasa (Larkin y col, 1983).

La acidificacién de citosol se logra exponiendo las células a medio sin suero con
acido acético 10 mM hasta alcanzar pH 5.0 y a diferencia de la deplecion de potasio este
tratamiento no inhibe €l transporte aniénico, 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 tratamientos la captacién se
reduce en cerca de un 50 por ciento respecto al control. A las 2 horas la captacion de las

células control es de 84,4 * 8,5 pmoles de Fe/mg de proteina, mientras que al someterlas
al tratamiento de deplecién de K alcanza los 48,3 + 2,1 pmoles de Fe/mg de proteina y

con acidificacién de citosol 38,4 + 8,3 pmoles de Fe/mg de proteina. (p < 0,01, ANOVA
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una via). Sin embargo, al comparar los grupos entre si (Test de Tukey) la tmica

diferencia significativa encontrada fue entre las células control y las sometidas a

tratamiento de acidificacién de citosol (p < 0,05).
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Figura 7. Efecto de la acidificacién de citosol y deplecién de potasio en la captacién de
Fe hem por parte de células Caco-2. Captacién de Fe hem a través del tiempo en células
Caco-2 sometidas a pretratamientos de deplecién de potasio, acidificacion de citosol, o sin
pretratamiento, Se observa una disminucién en cerca de un 50% en la captacién de la
molécula en ambos tratamientos (Cuadrados: Acidificacién de citosol, Tringnles: deplecidn
de potasio, Tridngulos invertidos: control); n= 3 con duplicados para cada tiempo.

3, Efecto del calcio en la captacion de hierro heminico.

Una protoporfirina homologa al Fe hem es la vitamina B12, esta molécula presenta al

anillo porfirinico rodeando a un dtomo de cobalto en vez de hierro, e ingresa a la célula

de epitelio intestinal por endocitosis mediada por recepior, a través del sistema

megalina-cubilina (Moestrup & Verroust, 2001). La unién 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 unién especifica de ligando (Moestrup & Verroust,
2001; Kozyraki y col, 2001). Con estos antecedentes decidimos observar la conducta de

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

En la Figura 8 se observa que, contrariamente a lo ocurrido con B12, la captacion
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 andlisis estadistico, se observé una diferencia
significativa en la captacién entre las células tratadas con EDTA y las células a cuyo

medio de captacion se les agregé calcio (p < 0,01; ANOVA de dos vias).

Para corroborar que el aumento de la captacién producido al agregar quelante es
realmente producto de la disminucién de calcio, y no de otra sustancia interactuante con
el EDTA, utilizamos EGTA un quelante especifico de calcio. Como también se aprecia
en la Figura 8, las células incubadas en presencia de EGTA presentaron una captacion
ann 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 captacion de hierro

heminico entre las células tratadas con calcio y con EGTA (p < 0,05).
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Figura 8. Captacién de Fe-hem en células Caco-2 expuestas a calcio, EGTA y EDTA.

Células Caco-2 fueron expuestas a calcio 10 UM y a los quelantes EDTA y EGTA (10 pM)
en el medio de cultivo. Se puede observar la reduccion de la captacién a medida que aumenta
la concentracion de calcio, y la estimulacién producida al agregar quelante al medio
(Cuadrados: EGTA, Circulos: EDTA, Tridngulos Invertidos: Calcio; n=3 con duplicados para
cada tiempo).

6. Uso de Drogas inhibitorias de procesos endociticos como via de estudio del ingreso

de hierro heminico al interior de células Caco 2.

Para estudiar los sistemas de captacién de moléculas a nivel celular, es posible
utilizar distintas drogas que bloguean uno o mas procesos, ya sea endocitosis
dependiente o independiente de clatrina. Dentro de estas drogas disponibles hemos
escogido una bateria formada por metil-B-ciclodextrina (MBCD), 6xido de fenilarsina

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

esquema de los mecanismos mediante los cuales actia cada una de estas drogas es




posible apreciarlo en la Figura 9, mientras que la estructura de cada una de

moléculas se observa en la Figura 10.
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Figura 9. Sitios de accion de las drogas
inhibidoras de captacién de metabolitos en la
célula de epitelio intestinal utilizadas. El
color en cada droga indica el lugar de accion.
Microtubulos en verde; Filamentos de actina en
rojo. En gris reticulo endoplasmico, Golgi y
centro organizador de microtiubulos (MTOC).

Figura 10. Estructura molecular
de las drogas utilizadas.

6.1. Efecto de la deplecion de colesterol a nivel de membrana.

Metil-B-ciclodextrina (MBCD) actia provocando la deplecion de colesterol a nivel de

membrana, lo que hace a la célula mas permeable a iones y pequefios no-electrolitos,

también se produce la pérdida de la localizacion de receptores involucrados en la

captacion de proteinas y otras moléculas externas (Pike & Miller, 1998; Rodal y col,
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1999; Subtil y col, 1999). EI tratamiento con este reactivo es reversible, pues su efecto
se anula al cultivar las células durante 12 horas en medio completo o 10 horas con metil-
R-ciclodextrina cargada con colesterol (Subtil y col, 1999). La distribucién de clatrina no
se ve afectada, asi como el mimero de invaginaciones en la membrana, sin embargo
éstas se observan planas con respecto a las invaginaciones normales y duran 7 veces

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

De la misma forma que las vesiculas de clatrina, esta droga afecta la estructura y
formacién de vesiculas cubiertas de caveolina (caveolas). En resumen, MBCD afecta la
endocitosis dependiente de clatrina y de caveolina (Rodal y col, 1999). Curiosamente,
nuestros resultados muestran un aumento en la captacién de hierro heminico al someter a
las células a esta droga (Figura 11). Al cabo de 100 minutos de incubacién la captacion
es de 11,4 £ 0,3 pmoles de Fe/mg proteina, en comparacién con el control que alcanza a
5,1 + 0,1 pmoles de Fe/mg proteina. En el analisis estadfstico (ANOVA de dos vias), no
se aprecian diferencias significativas (p > 0,05) debido a un comportamiento similar de
ambas curvas en los primeros tiempos, sin embargo; al comparar puntos sobre los 30
minutos de incubacién, se aprecia una diferencia significativa (p < 0,05) entre la

captacion con MBCD y el control.
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Figura 11. Efecto de la deplecién de colesterol a nivel de membrana. Captacién de hierro
heminico marcado Fe hem en células Caco-2 tratadas en forma anterior al ensayo con metil-

B-ciclodextrina 5 [1M, durante 30 minutos. Se puede observar un aumento significativo en la
captacién de Hem producto de este tratamiento (n=3, con duplicado para cada tiempo).

6.2. Efecto de la disrupcidn de microtithulos.

Nocodazol es uno de los agentes antimicrotubulos usados como droga antitumoral, que
inhibe la polimerizacién de las moléculas 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 microtibulos se encontrarian involucrados en el movimiento de vesiculas de
caveolina a través de la célula, y al tratar con Nocodazol, se produciria un aumento de
maés de 2 veces en el niimero de caveolas invaginadas en superficie (Mundy y col, 2002).
. Al usar esta droga en células Caco-2, no se observa un efecto significativo en la
captacién de Fe hem (Figura 12). Después de 100 minutos de incubacion existe una

captacién de 7,2 £ 0,5 pmoles de Fe/mg proteina, mientras que en las células control la
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captacién es de 7,7 + 0,6 pmoles de Fe/mg proteina. El test ANOVA de dos vias no

registro diferencias significativas (p > 0,05).
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Figura 12, Captacién de Fe-hem y manitol en células Caco-2 tratadas con nocodazol
como agente disruptor de microtibulos. Al tratar células Caco-2 con nocodazol no se
aprecia un efecto significativo sobre la captacién de Fe-hem, ni tampoco variacién en la
entrada de manitol a la célula, sefial de que la permeabilidad de la membrana no se ha
visto afectada con esta droga. Como se explico en la metodologia las células fueron pre-

tratadas con nocodazol 5 UM 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
permeabilidad frente a otras sustancias, estudiamos la captacion de manitol tritiado en
células Caco-2 sometidas al tratamiento con nocodazol. La captacién de manitol en
células Caco-2 ocurre por flujo junto a solventes, y alteraciones en las uniones estrechas
entre células producen un aumento en la entrada de esta sustancia (Parisi y col, 1995). Al
tratar con nocodazol la captacion a los 100 minutos fue de 0,481 pmoles de manitol/mg

proteina, mientras que ¢l control, capté 0,57 pmoles de manitol/mg proteina. Esta

34




diferencia no fue significativa al analisis estadistico (ANOVA de dos vias, p > 0,05)

(Figura 12).

Otro inhibidor selectivo del ensamblaje de microtibulos es colchicina, reacciona
con el dimero de tubulina impidiendo que estos se integren al microtubulo, inhibe la
mitosis, y el transporte axonal, funciona de manera inversa al taxol, el cual estabiliza
microtiibulos (Boye & Brossi, 1992). La captacién fue de 4,4 £ 0,2 pmoles de Fe/mg
proteina, mientras que las células control al mismo tiempo presentaron una captacion de
5,1 £ 0,1 pmoles de Fe/mg proteina (Figura 13). Al igual que el nocodazol, no presento

diferencias significativas (ANOVA de dos vias, p > 0,05).
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Figura 13. Captacién de Fe-hem en células Caco-2 tratadas con colchicina como agente
disruptor de microtibulos La captacién de Fe hem después del tratamiento con colchicina

10 uM durante 30 minutos, no presentd diferencias significativas comparadas al control, al
igual que ocurre con nocodazol (Figura 12), n=3 con duplicados de cada tiempo.
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6.3. Efecto de la disrupcion de filamentos de acting. Citocalasina D es una droga de

origen fiingico, permeable a la superficie celular, rompe los filamentos ¢ inhibe la
polimerizacion de actina. Es 10 veces mas efectiva que la citocalasina B, y no inhibe el
transporte de glucosa a través de la membrana (Rubtsova y col, 1998; Jackman y col,
1994; Maples y col, 1997). Se ha postulado que la actina juega un papel en el proceso de
brote de las vesiculas de caveolina y clatrina (Mundy y col, 2002), presenta una
inhibicién de la endocitosis apical, pero no basolateral de dichas vesiculas en células
Caco-2 (Jackman y col, 1994). Nuevamente, al igual como ocurrié con MBCD (Figura
11), se observa un aumento en la captacién de Fe hem al tratar células Caco-2 con
citocalasina D (Figura 14). La captacién de Fe hem con citocalasina D fue de 16,2 + 3,3

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

Fe/mg proteina (p < 0,05; ANOVA de dos vias).
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Figura 14, Efecto de la disrupcién de filamentos de actina. La exposicién de células

Caco-2 a citocalasina D 5 UM por una hora, en forma previa al ensayo de captacién de Fe
hem, provoca un aumento significativo en comparacidn al control, n=3 con duplicados por
tiempo.
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6.4. Inhibicién del destinamiento de proteinas entre reticulo endopldsmico y Golgi.

Brefeldina A (BFA) es una lactona macrociclica, aislada inicialmente y caracterizada
como un antibiético antiviral. Retiene proteinas secretorias y de membrana en el reticulo
endopldsmico, se le ha usado como inhibidor especifico del transporte de membranas
(Klausner y col, 1992). BFA bloquea la secrecién de proteinas, ya que desorganiza el
complejo de Golgi. En células tratadas con BFA, el complejo de Golgi desaparece y sus
proteinas terminan encontrandose en el reticulo endoplasmico (Alberts y col, 1996). Se
ha reportado que en algunos casos BFA puede actuar 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 captacién de Fe hem (p < 0,05; ANOVA de dos vias) en
células Caco-2 tratadas con BFA, en especial, después de una hora de tratamiento
(Figura 15); a los 80 minutos de ensayo, la captacién de hierro heminico en células

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

control alcanzaron los 6,4 + 0,2 pmoles de Fe/mg proteina.
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Figura 15. Efecto de la interrupcién del destinamiento entre reticulo endoplasmético y
Golgi. La captacién de hierro heminico con brefeldina A, resulté ser mayor respecto al
control sin tratamiento, como se explica en la metodologia las células fueron pre-tratadas

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

6.5. Inhibicién de la endocitosis por oxido de fenilarsing. El 6xido de fenilarsina (PAO)

es un inhibidor de fosfotirosin-fosfatasa. En la célula inhibe procesos vitales como la
sintesis de ATP, sin embargo se ha observado que el bloqueo de la internalizacién de
moléculas no es producto de la falta de ATP, pues el tratamiento con PAO 10 uM por 20
minutos bloquea la internalizacién, pero no altera el contenido de ATP (Gibson y col,
1989; Foley 2005). Por lo anterior, usado en bajas concentraciones permite estudiar la
endocitosis de proteinas, sin provocar cambios abruptos en los procesos celulares.
Nuestros resultados obtenidos al tratar células Caco-2 con PAO 10 uM por 30 minutos,
muestran un aumento significativo en la captacion de Fe hem por parte de estas células

(9,8 £ 1,2 pmoles de Fe/mg protefna), respecto al control sin tratamiento (5,1 £ 0,1
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pmoles de Fe/mg proteina) (p < 0,05; ANOVA dos vias, con comparaciéon multiple de

Holm Sidak) (Figura 16).

s
™~y

B Control

O PAD 1

—
o

o0

Contenido de Fe-hem
B

pmoles de Fe /mg de proteina
(=1

[

L] L) L | L]

20 40 60 g0 100

Tiempo {tnin)

Figura 16. Efecto del 6xido de fenilarsina en la captacién de Fe-hem de células Caco-2.
El tratamiento de céhulas Caco-2 con dxido de fenilarsina (PAQ), se traduce en un aumento
significativo de la captacién de Hem por parte de las células, al igual que ocurre con el uso
de citocalasina-D y metil-B-ciclodextrina (n=3, con duplicados para cada tiempo).
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7. Andlisis de la localizacion de HO-1 a nivel celular, mediante microscopia confocal.

Células Caco-2 fijadas en cubreobjetos fueron observadas al microscopio confocal, con
anticuerpos fluorescentes para las proteinas HO1 y S-Glutl (transportador de glucosa
tipo 1), este Gltimo usado como marcador de membrana apical. En la Figura 17A se
muestran las c¢élulas control (sin tratamientos), se puede apreciar colocalizacion de estas
dos proteinas en algunos sectores, 1o que indica que HO1I se une a membrana o a
sectores que se desprenden de ella en procesos endociticos. Para apreciar como varia
esta distribucién de HO1 con las técnicas usadas en los ensayos de captacion, sometimos
células a deplecion de potasio y a disrupcién de microtiibulos mediante nocodazol. Los
resultados se muestran en la Figura 17B, la deplecién de potasio (arriba), provocd
alteraciones en la estructura celular (arriba derecha) Io cual se tradujo en un aumento de
la colocalizacién de HO1 y S-Glutl. La disrupcién de microtibulos a través del
tratamiento con nocodazol antes de la fijacién (Figura 17B, abajo) también provoco un
aumento en la colocalizacion, pero esta vez el cambio morfoldgico experimentado por

las células no fue tan severo.
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17A. Imdgenes de microscopia confocal. Células Caco-2 incubadas con
anticuerpos para HO! (B, en rojo) y S-Glutl como marcador de membrana apical (A, en
verde), al sobreponer ambos canales es posible apreciar colocalizacion de estas proteinas en
algunos sectores de la membrana (C). El contraste de fase (D), muestra una disposicion

tipica de estas células. La barra azul corresponde a 30 pm.

Figura
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Figura 17B. Imigenes de microscopia confocal y tratamientos de deplecién de potasio
y disrupeioén de microtiibulos. Usando los mismos anticuerpos (HO! en rojo y S-Glutl en
verde) observamos que el tratamiento de deplecion de potasio (arriba) provoca alteraciones
en la estructura celular (como se observa en el contraste de fase, B) que resultan en un
aumento en la colocalizacion de HO! y S-Glutl (A). La disrupcion de microtabulos con el
uso de nocodazol (C y D) también provoca un aumento en la colocalizacion de estas
proteinas respecto al control sin ningiin tratamiento (fig.17A, C). La barra azul corresponde
a 30 pm.
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DISCUSION

Al cultivar células Caco-2 con Fe inorganico y Fe orgdnico (ya sea en forma de
hemoglobina o hemoglobina digerida) se puede apreciar una mayor absorcién de hierro
inorganico, seguido por hemoglobina digerida con pepsina y finalmente, con la menor
tasa de absorcién, la hemoglobina intacta (Figura 3). Si bien estos datos apuntan a una
mejor captacién de Fe libre; in vivo, el hierro inorgdnico presenta una muy disminuida
biodisponibilidad en la forma de Fe™, la cual aumenta al pasar a su estado reducido Fe'
(el Fe* ingresa al enteré)cito via el transportador de metales divalentes, DMT1). La
entrada de Fe a la célula, para cualquiera de las tres formas utilizadas, es un proceso
saturable, hecho que también se puede observar al determinar la concentracién
intracelular de ferritina (Figura 4), que se' comporta del mismo modo que la
concentracion intracelular de Fe. Esta saturacion sélo se aprecia en cultivos celulares ya

que, in vivo, la inica forma cuya captacion se saturaria corresponde el Fe hem.

Al variar la temperatura del ensayo de 4 a 25°C, se produce un aumento en la
captacion tanto de hierro inorgénico como de hierro heminico, que arroja un Qg
estimado de 1,30 y 1,55 para cada proceso, respetivamente. De acuerdo con esto, el
hierro inorgénico entraria a la célula a través de canales, debido a que arroja un Qy0<1,5
lo cual es un valor tipico para este tipo de transporte iénico (Hodgkin y col, 1952;
Wadiche & Kavanaugh, 1998); y que corresponde a lo descrito en la bibliografia, ya que
el hierro inorgénico ingresa a la célula a través del transportador DMT1. En el caso del
hierro heminico el valor de Qo (1,55) se acerca mas al de un sistema de captacién a

través de canales que al de un transporte activo (Qyo entre 2 y 4).
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La exposicion de enterocitos a diferentes concentraciones de hem, desencadena
cambios en la expresion de la enzima hem oxigenasa 1 (HO1), encargada de catalizar la
reaccién que termina con la liberacién de hierro libre a partir de la molécula de hem
(Figuras 5 y 6). El aumento observado en la expresién de HO1 implica que la entrada de
Fe hem a la célula esta generando una cadena de eventos que terminan con la regulacién
de la expresion de la proteina mencionada, por lo cual debe existir un mecanismo de
regulacién de la captaciéon de Fe hem al interior de la célula. Lo mismo se puede
desprender del aumento en la concentracién intracelular de ferritina (Figura 4). Podemos
interpretar que al aumentar el ingreso de hierro heminico a la célula, 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 expresion de
ferritina, que jugaria un papel de proteccion celular, impidiendo un aumento excesivo de

hierro libre que es perjudicial para la célula.

La técnica de deplecion de potasio intracelular (Larkin y col, 1983), es una
técnica agresiva, que afecta varios procesos anabdlicos, en particular inhibiendo de
forma marcada la sintesis de proteinas y de ADN. Uno de estos efectos observados,
consiste en la inhibicién de la formacién de vesiculas endociticas, y la disminucién de la
clatrina presente en la membrana sin afectar el agrupamiento de receptores en ésta. La
pérdida de la endocitosis mediada por receptor parece ser parte de una respuesta

pleyotropica, pues también existe una disminucion de la pinocitosis.

Nuestros resultados muestran una disminucion significativa de la captacion de Fe

hem por parte de células Caco-2, al disminuir el contenido intracelular de potasio
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(Figura 7), lo que se puede producir porque la molécula de hem no puede entrar a la
célula debido al “secuestro” de las vesiculas, o a la disminucién en la expresion de una o

mas proteinas necesarias para la internalizacion de esta molécula.

Por otra parte, la acidificacién de citosol (Sandvig y col, 1987), no altera en
forma significativa la sintesis de proteinas, pero estos cambios en el pH podrian
provocar trastornos estructurales de las proteinas. Como no se observa variacion del
niimero de receptores en la superficie ni de vesiculas formadas, se cree que la inhibicién
del proceso endocitico se produce por un bloqueo del desprendimiento de las vesiculas
desde la membrana (Sandvig y col, 1987), de esta forma, la disminucion de la captacién
de Fe hem observada con la acidificacion del citosol (Figura 7) puede producirse por las
mismas dos razones que en el caso de la deplecién de potasio: (1) la disminucion del
trifico vesicular o (2) ausencia de una proteina funcional necesaria para la captacion de
hierro heminico. Sin embargo podemos concluir que el ingreso de la molécula de hierro
heminico a la célula, contrariamente a lo encontrado por otros autores (Liem y col, 1994;
Light & Olson, 1990) no seria, al menos exclusivamente, por difusion simple a través de

ia membrana.

Al estudiar el efecto producido por calcio en la captacion de hem (Figura 3),
podemos observar un papel inhibidor de dicho elemento, el que se hace afin 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 formacién de vesiculas
endociticas, sino mas bien es indispensable para el ingreso de algunos ligandos a la

célula, como la vitamina B12 (Moestrup & Verroust, 2001; Kozyraki y col, 2001),
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podemos sugerir que la entrada de hierro heminico es determinada por una o mas
protefnas, cuya funcién se ve afectada por la deplecién de potasio y acidificacién de
citosol, y ademds por calcio. Ninguna de las técnicas que hemos empleado ha
disminuido en forma total la captacién de Fe hem. Esto podria explicarse porque los
tratamientos no son tan efectivos como para anular por completo la accién de la(s)
proteina(s) implicada(s) en la formacion de las vesiculas endociticas o recepcion de la

molécula, o porque existe una via paralela de ingreso de hierro heminico a la célula.

La metil-3-ciclodextrina actia reduciendo la presencia de colesterol en la

membrana, lo cual puede afectar propiedades biofisicas de la bicapa (rigidez, grosor o
tensi6n de membrana) que impidan el brote de vesiculas desde la membrana plasmatica,
sin afectar el reciclaje (desde el endosoma a la membrana plasmdtica). De esta forma, se
produce un estancamiento de la internalizacién de vesiculas, y las proteinas recién
sintetizadas siguen llegando hasta la membrana apical. Confrariamente a lo esperado, la
disminucién en la internalizacién de vesiculas produjo un aumento en la captacion de
hierro heminico en comparacion con células no tratadas con MBCD (Figura 11). Una
explicacién para este hallazgo podria ser que al menos una de las proteinas involucradas
en este proceso no necesita ingresar al citosol para internalizar la molécula en cuestion.
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 accién de esta droga, lo cual produce el aumento en la captacién

observado en la Figura 11.
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Es conocido que los microtibulos juegan un papel importante en el trafico de
vesiculas, tanto endociticas como de destinamiento de proteinas entre compartimentos
celulares, Al inducir la disrupcion de microtitbulos mediante la accién de nocodazol o
colchicina, no se observaron cambios significativos en la captaciéon de Hem por parte de
células Caco-2 (Figuras 12 y 13), la integridad de la monocapa no se vié alterada al
tratar con Nocodazol, ya que la captacion de manitol no presentd diferencias
significativas respecto al control (Figura 12). El hecho de que no se aprecie un efecto
significativo en la captacion de Fe hem tiene la misma base que el aumento que se
produce con MBCD (Figura 11), al bloquearse el trifico 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 veria afectada, al menos durante el tiempo

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

La disrupcion de filamentos de actina mediante citocalasina D, a diferencia de
lo que ocurre en microtibulos, no afecta todos los procesos de trafico vesicular, sino
principalmente la internalizacion 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 espgrarse que la
llegada de proteinas a la membrana apical no se vea afectada, pero si el reciclaje de
proteinas desde ¢€sta, debido al bloqueo de la internalizacién de vesiculas. De acuerdo
con estos antecedentes, se esperarfa que el tratamiento con citocalasina D provocara un
aumento en la captacion de Fe hem (nuevamente debido a un aumento de HCP1 en la

membrana apical), lo cual coincide con nuestros resultados (Figura 14).
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Al tratar las células con brefeldina A, observamos un ligero aumento en la
captacion de hem, comparado con el control sin tratamiento. Sin embargo, este aumento
solo se hace significativo después de una hora de incubacién (Figura 15). Si bien
sabemos que la BFA juega un papel disruptor del aparato de Golgi, lo que impediria la
llegada de proteinas recién sintetizadas a la membrana, también 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 extraccion de hierro a partir de
ésta (Klausner y col, 1992). Por otra parte, BFA inhibe la endocitosis de heparan sulfato
proteoglicanos, (que se cree estdn involucrados en procesos de interacciones céiula-
matriz y en procesos de captacion de varios factores de crecimiento) presentes en la
superficie celular de la mayoria de las células de mamiferos (Uhlin-Hansen &
Yanagishita, 1995). De acuerdo a estos antecedentes, el aumento en la captacion de Fe
hem observado en este ensayo, puede explicarse por un aumento de HCPI en la
membrana apical, pero ocasionado no por la llegada de proteinas recién sintetizadas,
sino por la mantencién del reciclaje y la disminucién 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 captacion de hierro heminico (Figura 16). Este
resultado puede explicarse por un aumento de la concentracién de la proteina

transportadora de Hem (HCP1), en la membrana. El uso en bajas concentraciones de
PAO (10 pM) implica que el efecto sobre la concentracion intracelular de ATP no tiene

mayor relevancia en esta inhibicion del proceso endocitico (Gibson y col, 1989).
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De acuerdo con lo observado en las imagenes de microscopia confocal, HO1
interact(ia con la membrana apical o con vesiculas endociticas de esta, debido a que
colocaliza con el transportador S-Glutl en células Caco-2 (Figura 17A). De la misma
forma, al alterar la estructura celular como ocurre con la deplecién de potasio, que
induce una disminucion del volumen celular, la disposiciéon de HO1 al interior de la
célula se ve afectada, aumentando la colocalizacién (Figura 17B, arriba). Esto mismo
sucede, pero en menor medida, cuando se tratan la células con nocodazol, como agente
disruptor de microtiibulos (Figura 17B, abajo). Se observa también un aumento de la
colocalizacion, pero no tan intenso en este caso, ni la estructura celular se afecta tanto
como en el caso de la deplecion de potasio. El hecho de que la hem oxigenasa interactie
con proteinas presentes en la membrana, confirma la idea de que esta enzima degrada la
molécula de hem en compartimentos microsomales cerrados desde donde es liberado

posteriormente el hierro libre.
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CONCLUSIONES

Estos resultados confirman nuestra hipotesis inicial de que: “la entrada de hierro
heminico a la célula de epitelio intestinal se encuentra regulada por una o més proteinas
presentes en la membrana (como HCP1), y responde a estimulos como cambios de
temperatura, a la concentracién 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

composicion de la propia membrana”.

Los resultados generales del uso de esta bateria de drogas y de otros tratamientos
inhibidores de la endocitosis para estudiar la captacién de Hem en células Caco-2, nos
lleva a la conclusién de que si bien el ingreso de hierro heminico mediado por HCP1 no
es su tinica forma de internalizacion a la célula (Shayeghi y col, 2005), ésta juega un rol
preponderante en la captacién del hierro heminico, independiente del que pudiera

ingresar a la célula a través de otros procesos endociticos especificos o inespecificos.

El efecto inhibidor del calcio en la captacién de Fe heminico, nos lleva a la
pregunta de si este i6n actia ;obre el transportador HCP1 o sobre la(s) otra(s) vias de
ingreso de hem a la célula, debido al importante papel que juega HCP1. Nuestros
resultados apoyan la hipétesis de que el calcio de alguna forma afecta el funcionamiento
de HCPI1. Estos resultados sugieren la conveniencia de estudiar el efecto del calcio
dietario en individuos con problemas metabolicos relacionados con hierro tales como Ia

anemia o la hemocromatosis.
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Sobre la base de nuestros resultados hemos propuesto un modelo de la entrada
de la molécula 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 molécula de Fe heminico disuelta en el medio o adherida a membrana, de manera
inespecifica. Una vez en la célula, 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 1abil de la célula junto con el Fe libre que ingresa a través del
transportador DMT1. En la célula, el Fe®* puede pasar a la reserva de hierro de la célula
(ferritina) o salir a través de la ferroportina hacia la circulacién. El Fe** pasa a Fe** por
la acci6n de una ferroxidasa ubicada en la cara basolateral de la célula de epitelio

intestinal, lo que posibilita su captura por parte de la transferrina.
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Figura 18. Modelo de la captacion de hierro en células intestinales. El hierro entra a la célula
en forma de Fe hem a través de HCP1 y de otra via que podria ser pinocitosis, mientras que el
hierro libre ingresa a la célula a través de DMT1, y en su forma Fe®"
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